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RÉSUMÉ 
DISTRIBUTION SUBCELLULAIRE DE LA PROTÉINE FMRP DANS LES PLA-
QUETTES SANGUINES QUIESCENTES ET ACTIVÉES 
Véronique Lauzière 
Université de Sherbrooke 
Département de Biochimie 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l'obtention 
du diplôme de maître ès sciences (M.Sc.) en Biochimie, Faculté de médecine et des scien-
ces de la santé, Université de Sherbrooke, 
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
FMRP est une protéine cytoplasmique possédant des domaines consensus de liaison à 
l'ARN. Dans tous les tissus ou types cellulaires étudiés jusqu'à présent, elle est majoritai-
rement retrouvée associée aux polysomes en se liant à l'ARN messager. FMRP jouerait 
donc un rôle dans le métabolisme de l'ARN. Toutefois, sa fonction précise reste encore 
inconnue. Notre hypothèse est que l'étude des plaquettes sanguines, où la synthèse pro-
téique est très faible, pourrait permettre de découvrir une nouvelle fonction pour FMRP qui 
est habituellement camouflée par son importante association avec les polyribosomes dans 
les autres types cellulaires. Mon objectif de recherche est d'étudier la localisation subcellu-
laire de FMRP dans les plaquettes quiescentes et activées afin de mieux comprendre sa 
fonction. 
Différentes approches biochimiques et biophysiques ont été utilisées afin d'étudier 
la distribution subcellulaire de FMRP dans les plaquettes sanguines. Nous avons confirmé 
par des immunobuvardages fait sur des extraits totaux de plaquettes que la protéine détectée 
se présente sous forme d'isoformes comparables aux autres cellules. La technique de 
bombe à l'azote montre une localisation cytoplasmique de FMRP. Alors qu'en immuno-
fluorescence, nous observons une colocalisation de FMRP avec des protéines impliquées 
dans le métabolisme de l'ARN. Toutefois, les résultats de centrifiigations différentielles de 
plaquettes quiescentes suggèrent que FMRP possède une distribution subcellulaire diffé-
rente de celle observée dans les autres types cellulaires. Elle a un coefficient de sédimenta-
tion entre 6-1 OS alors que celui observé dans les autres types cellulaires varient entre 150-
500S. Bien que FMRP soit retrouvée dans la fraction soluble dans les plaquettes quies-
centes, ce type cellulaire est néanmoins métaboliquement peu actif. L'activation des pla-
quettes par des agonistes enclenche une myriade de mécanismes. Suivant l'activation, 
FMRP est redistribuée dans la fraction du cytosquelette. La concentration ionique affecte 
cette distribution, suggérant une association protéine-protéine et/ou protéine-ARN. En con-
clusion, le profil d'expression de FMRP semble distinct dans les plaquettes et leur activa-
tion modifierait dynamiquement cette distribution. FMRP semble donc avoir une fonction 
dans les plaquettes puisqu'elle est affectée par le processus d'activation. L'étude de 
l'association au cytosquelette pourrait s'avérer une voie intéressante dans la détermination 
de la fonction de FMRP dans les plaquettes. 
Mots clés : FMRP, plaquette sanguine, syndrome du X fragile, 
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1. INTRODUCTION 
1.1 LE SYNDROME DU X FRAGILE 
l.i.l Les manifestations cliniques 
Le syndrome du X fragile est la première cause monogénique de retard mental héréditaire. 
Il affecte environ un homme sur 4000 et une femme sur 6000 (Crawford et al., 2001). Son 
incidence est de 10 à 20 fois plus élevé que les autres syndromes de retard mental associé 
au chromosome X, qui affecte entre 1/100 000-1/30 000 homme (Chelly and Mandel, 
2001). Le syndrome se caractérise surtout par un retard mental, mais aussi par des manifes-
tations cliniques très variables. Chez les hommes, le retard mental se présente initialement 
comme modéré à sévère et semblerait se détériorer avec l'âge. Outre le retard mental, les 
autres troubles cognitifs associés au syndrome sont le déficit d'attention, l'anxiété, un tem-
pérament instable et un comportement pseudo-autistique. Les signes cliniques reconnus 
sont des larges testicules chez les garçons post-pubères (macro-orchidie), des anomalies 
faciales (visage allongé, front élargi, oreilles proéminentes) et des anomalies tissulaires, 
comme les pieds plats et l'hyper-extensibilité ligamentaire (Hagerman and Cronister, 
1996). Alors que chez les femmes, le retard mental est plus léger et les manifestations cli-
niques sont moins fréquentes et prononcées. Étant donné l'hétérogénéité des troubles com-
portementaux, de la présence de retard mental léger, de même que de l'absence de manifes-
tations cliniques évidentes, il est possible d'envisager que l'incidence des personnes attein-
tes est sous-estimé dans la population générale. En effet, certains signes peuvent être appa-
rentés à d'autres maladies ou passent tout simplement inaperçus. Aussi, l'existence de per-
sonnes mosaïques, possédant des cellules somatiques avec la mutation complète et d'autres 
avec la prémutation, amplifie cette grande hétérogénéité des phénotypes (Wohrle et al., 
1992; Nolin et al., 1994; Mueller et al., 1995). 
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1.1.2 Découverte du syndrome 
Le syndrome du retard mental associé au X fragile est connu depuis plusieurs années. Il a 
d'abord été connu sous le nom de Syndrome de Martin-Bell, en l'honneur de ceux qui l'ont 
décrit pour la première fois (Martin and Bell, 1943). Ils avaient observé chez des garçons la 
transmission familiale d'une dysmorphie faciale associée à un retard mental liés au sexe. En 
1969, Lubs a observé dans des cellules provenant de mâles atteints de retard mental, mis 
dans des conditions spéciales de culture, un site fragile situé à l'extrémité du bras long du 
chromosome X (Xq27.3). Il identifia ce site FRAXA pour FRAgile X A, d'où l'appellation 
X fragile (Lubs, 1969). Le défaut génétique impliqué dans le X fragile n'a été élucidé que 
plusieurs années plus tard. En effet, le gène responsable du syndrome ne fut identifié qu'en 
1991 par clonage et nommé fragile X mental retardation-1 gene (FMR1) (Oberlé et al. 
1991; Verkerk et al., 1991). 
1.1.3 La génétique du syndrome 
Le syndrome du X fragile fait partie d'une classe de troubles génétiques assez rares dites de 
maladies à expansion de répétitions. Ces maladies sont causées par une augmentation du 
nombre de répétitions d'une suite de nucléotides répétées un nombre variable de fois. Jus-
qu'à présent, au moins 19 maladies à expansion ont été identifiées dont 16 à expansion de 
trois nucléotides (triplets) constituant les plus communes dont le X fragile (Greene et al., 
2003). Le nombre de répétitions est polymorphique, ce qui signifie que le nombre de répéti-
tions est naturellement variable et transmis de façons stable, sans toutefois modifier 
l'expression du gène. Lorsque l'allèle devient instable, le nombre de répétitions peut aug-
menter et lorsqu'il dépasse un certain seuil, qui varie selon la maladie, le fonctionnement 
du gène est perturbé et la maladie peut apparaître. La localisation des expansions de répéti-
tions peut se situer dans la région promotrice du gène, dans les régions non-traduites 5' et 
3' ou dans les introns de différents gènes. Une seconde classe de maladies est couplée à une 
expansion de répétitions dans les exons. Les expansions peuvent résulter soit en perte de 
fonction ou en gain de fonction du gène. Dans plusieurs maladies neurologiques, neuro-
musculaires et neurodégénératives, une relation proportionnelle existe entre la précocité et 
la gravité de la maladie en fonction du nombre de répétitions. Outre le syndrome du X fra-
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gile qui répète le motif CGG résultant en une inactivation du gène, on retrouve aussi la ma-
ladie (dystrophic myotonique) de Steinert (répétitions de CTG), la maladie de Huntington 
(répétitions de CAG) et l'ataxie de Friedreich (répétitions de GAA). Plusieurs d'entre elles 
présentent des modes de transmission très inhabituels. De plus, elles possèdent des caracté-
ristiques qui leurs sont propres dont l'augmentation au cours des générations successives de 
la précocité des symptômes et/ou de leur sévérité, soit le phénomène d'anticipation (Orr 
and Zoghbi, 2007). 
Le syndrome du X fragile est presqu'exclusivement causé par une expansion de ré-
pétition de trinucléotides CGG dans la région 5' non-traduite du gène FMR1 (Verkerk et 
al., 1991; Yu et al., 1991; Ashley et al., 1993b). Dans la population normale, le nombre de 
répétitions CGG est polymorphique, s'échelonnant de 5 à 54 répétions pour une moyenne 
de 30 CGG, et est le plus souvent interrompus par des triplets d'AGG qui augmentent la 
stabilité des répétitions (Jacobs et al., 1993; Eichler et al., 1994). Pour des raisons qui sont 
encore mal comprises, ces répétions peuvent prendre de l'expansion et atteindre la taille 
d'un allèle prémuté, en présentant de 55 à 230 répétitions souvent sans interruption d'AGG 
et sans méthylation. Ces individus vont être asymptomatiques et considérés comme prému-
tés. Alors que les individus atteints par le X fragile possèdent une mutation complète. Elle 
se définie par la répétition de plus de 230 triplets CGG et d'une hyperméthylation concomi-
tante anormale des îlots CpG dans la région promotrice du gène (Oberle et al., 1991; Ver-
kerk et al., 1991). Il en résulte une inactivation du gène FMR1 causant l'absence 
d'expression de la protéine correspondante, FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) 
(Pieretti et al., 1991). Des études ont aussi rapporté que le syndrome est causé dans certains 
cas par des mutations ponctuelles ou des délétions dans le gène FMR1 (Siomi et al., 1994; 
Wang et al., 1997). 
Bien que le syndrome du X fragile soit une maladie héréditaire dominante liée au 
chromosome X, son mode de transmission est néanmoins particulier puisqu'il ne répond 
pas aux lois mendéliennes conventionnelles. Selon ces lois, la transmission d'une maladie 
génétique dominante liée au chromosome X suit les règles suivantes : un père atteint trans-
met la maladie à toutes ses filles, mais à aucun de ses fils; une mère atteinte transmet la 
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maladie à la moitié de ses enfants, et cela indépendamment du sexe. Toutefois, dans le cas 
du X fragile la transmission dominante se fait avec une pénétrance et une expressivité va-
riable. Ainsi, le père prémuté va transmettre sa prémutation à toutes ses filles, mais jamais 
la mutation complète. Alors que la mère prémutée peut transmettre à ses filles ou ses gar-
çons la prémutation, la mutation complète ou ni l'un ni l'autre si elle transmet son autre 
allèle normal. Ainsi, un enfant va être atteint uniquement s'il hérite de la mutation de la 
mère. L'expansion de la prémutation à la mutation complète peut seulement être héritée de 
la mère puisque la prémutation est instable durant l'ovogenèse, mais reste stable durant la 
spermatogenèse (Bardoni et al., 2006). En effet, l'allèle prémuté a tendance à prendre de 
l'expansion (augmentation du nombre de CGG) lorsque transmis d'une génération à l'autre. 
Puisque le nombre de répétions CGG est proportionnel au risque de convertir une prémuta-
tion en mutation complète à la génération suivante, la prévalence de la mutation est donc 
plus grande d'une génération à l'autre à l'intérieur d'une même famille. Cette particularité 
est appelée anticipation génétique ou paradoxe de Sherman (Sherman et al., 1985). 
Avant la découverte du gène FMR1, le diagnostic reposait sur la mise en évidence 
d'une cassure dans le bras long du chromosome X suite à une préparation chromosomique. 
Depuis, le diagnostic du syndrome se base sur la mise en évidence d'une grande expansion 
de CGG dans la région 5' non-traduite et de la présence de méthylation sur l'îlot CpG. Une 
analyse de type Southern Blot effectuée à l'aide d'une sonde spécifique (StB12.3) permet 
d'estimer la taille de l'expansion des CGG alors que l'utilisation d'enzymes de restrictions 
sensibles à la méthylation permet de détecter la présence de méthylation (Rousseau et al., 
1991). Toutefois, ces méthodes d'investigations ne permettent pas de détecter les autres 
types de mutations que ce soit dans le promoteur ou dans la séquence codante du gène 
FMR1. 
1.1.4 L'expression de FMR1 
Le gène FMR1 est hautement conservé parmi les vertébrés (Tassone and Hagerman, 2003). 
Il a entre autres été caractérisé chez la souris (Eichler et al., 1993), la grenouille Xenopus 
laevis (Siomi et al., 1995) et le poulet (Price et al., 1996). Le premier orthologue identifié 
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chez un invertébré a été isolé de la Drosophila melanogaster (dFMRl) (Wan et al., 2000) et 
par la suite, chez un membre des plus anciens métazoaires phylum Cnidaria possédant un 
système nerveux, VHydractinia echinata (hyFMRl) (Guduric-Fuchs et al., 2004). Ces ob-
servations suggèrent que le gène a été conservé au cours de l'évolution puisqu'il joue un 
rôle important au niveau du système nerveux. L'expression du gène FMR1 a été étudiée par 
hybridation in situ de l'ARN dans une variété de tissus humains et murins à plusieurs stades 
du développement. Les études montrent que FMR1 est exprimé très tôt au cours du déve-
loppement et que par la suite, son expression diminue et devient plus localisée dans certains 
tissus (Abitbol et al., 1993; Bachner et al., 1993; Hinds et al., 1993). Chez l'adulte, le gène 
est fortement exprimé dans le cerveau et les testicules, les deux organes touchés par le X 
fragile, mais il peut aussi être détecté dans tous les autres tissus à l'exception du cœur et 
des muscles squelettiques où il est absent ou inférieur à la limite de détection de la techni-
que (Hinds et al. 1993). 
1.1.5 La structure de FMR1 
Le gène FMR1, qui est localisé sur le chromosome X en Xq27.3 (Verkerk et al., 1991), 
s'étend sur 38 kb et est composé de 17 exons chez l'humain (Eichler et al., 1993). Des étu-
des réalisées par Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction suggèrent que le trans-
crit primaire généré par FMR1 serait soumis à un épissage alternatif complexe pouvant 
conduire jusqu'à 48 transcrits matures différents et par la suite à autant de protéines (As-
hley et al., 1993b; Verkerk et al., 1993). Par contre, seulement un ARNm majeur de 4.8 kb 
est normalement détecté par analyse Northern (Hinds et al., 1993; Khandjian et al., 1995). 
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1.2 LA PROTÉINE FMRP 
1.2.1 Caractérisation de FMRP 
L'étude de la séquence du gène FMR1 indique que la protéine complète est composée de 
631 acides aminés pour un poids moléculaire prévu de 69 kDa (Ashley et al., 1993b). Par la 
suite, des anticorps mono- et polyclonaux ont été produits pour être dirigés contre FMRP. 
Ces anticorps ont été testés sur des extraits totaux fait à partir de cellules lymphocytaires 
immortalisées provenant d'individus normaux et atteints du X fragile afin d'en valider la 
spécificité (Devys et al., 1993; Verheij et al., 1993). De part ces études, l'anticorps mono-
clonal mAblC3 (autrefois appelé mAbla), qui reconnaît la région N-terminale de FMRP, 
en est sorti comme un des meilleurs et des plus spécifiques et encore aujourd'hui, il est le 
plus utilisé et demeure une référence en la matière. Dans les cellules normales, cet anticorps 
détecte par immunobuvardage de type Western un groupe de protéines avec un doublet 
majeur à 80 kDa et 4 bandes mineures additionnelles de plus faible poids moléculaire se 
situant entre 70 et 78 kDa (Devys et al., 1993; Khandjian et al., 1995) (Figure 1). Ces ban-
des sont indétectables dans des extraits de patients masculins ayant la mutation complète 
(Devys et al., 1993; Khandjian et al., 1996). L'existence d'isoformes mineurs provient vrai-
semblablement de l'épissage alternatif de l'ARNm, qui contiendrait des cadres de lectures 
résultants en des extrémités C-terminales plus courtes. De plus petits isoformes ont été dé-
crits, mais ils résultaient davantage de clivages protéolytiques tissus-spécifique lors de 
l'isolation de FMRP par immunoprécipitation, puisqu'aucun peptide n'est détectable lors-
que les échantillons étaient rapidement dénaturés avant les analyses protéiques (Khandjian 
et al., 1995). De plus, l'hétérogénéité de FMRP pourrait résulter de modifications co- et 
post-traductionnelles, soit la méthylation et la phosphorylation respectivement (Denman, 
2002; Denman et al., 2004; Ceman et al., 2003). La différence entre la taille observée (80 
kDa) et celle prédite (69 kDa) pourrait s'expliquer par la présence de groupements d'acides 
aminés acidophiles dans sa séquence (Siomi et al., 1993b). Toutefois, l'anticorps mAblC3 
possède un inconvénient indéniable puisqu'il est incapable d'immunoprécipiter FMRP 
(Davidovic et al., 2007). 
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Figure 1. Patron typique de FMRP et de ses isoformes mineures. 
Des extrait totaux de protéines de lignées cellulaires lymphoblastoïdes d'un donneur hu-
main normal (N) et d'un patient X fragile (X) ont été analysés par immunobuvardage de 
type Western avec l'anticorps mAblC3, On peut remarquer l'absence de signal pour FMRP 
chez le patient X fragile masculin. 
Figure tirée de Khandjian, E. W. (1999) 
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1.2.2 Expression tissulaire 
De façon similaire à son gène FMR1, FMRP a été détectée dans pratiquement tous les tis-
sus humains et de rongeurs (Figure 2B). Toutefois, les niveaux d'expressions varient selon 
les types cellulaires et tissulaires. Ainsi, des immunobuvardages réalisés avec l'anticorps 
mAblC3 sur des extraits totaux provenant de douze organes de souris adultes, montrent 
que les plus hauts niveaux de FMRP sont retrouvés dans le cerveau et les testicules. Alors 
que les plus faibles niveaux ont été observés dans la vessie, la peau et les tissus musculai-
res. Il a aussi été observé que chez la jeune souris (10-12 jours), l'expression de FMRP est 
plus élevée dans tous les tissus, et que l'expression relative entre les organes diffère légè-
rement de l'adulte (Khandjian et al., 1995). Au niveau du cerveau humain, FMRP est for-
tement exprimée dans les régions riches en neurones, comme le cervelet et les cellules de 
Purkinje, à l'interface des couches granulaires et moléculaires du cerveau ainsi que dans les 
couches granulaires et le cortex cérébral (Abitbol et al., 1993; Devys et al., 1993; Hinds et 
al., 1993). Dans les cellules neuronales, FMRP est présente dans le péricaryon, mais aussi 
un faible pourcentage est détecté dans les parties proximales des axones et dendrites, soit 
aux synapses (Feng et al., 1997; Weiler et al., 1997). Une découverte intéressante obtenue 
de l'autopsie de patients X fragile, est la présence d'épines dendritiques anormales très lon-
gues et minces dans le néocortex (Rudelli et al., 1985; Hinton et al., 1991). Des anomalies 
semblables des épines dendritiques ont aussi été observées chez les souris FMR1 nulles 
(Comery et al., 1997; Nimchinsky et al., 2001). Dans les tissus épithéliaux (peau, œsopha-
ge, estomac, intestin, etc.), FMRP semble davantage exprimée au niveau des cellules basa-
les en division que dans les couches supérieures de cellules différenciées. Dans les testicu-
les, FMRP est surtout détectée dans les spermatogones. En ce qui attrait aux autres tissus, 
FMRP y est très faiblement exprimée (Figure 2B) (Devys et al., 1993). 
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Figure 2. Structure des membres de la famille FXR et distribution de ces protéines 
dans divers tissus et organes de la souris adulte. 
A. Structure des FXR: les barres verticales (en vert) correspondent aux acides aminés iden-
tiques, tandis que les barres horizontales (en rouge) représentent ceux qui sont divergents. 
Les domaines fonctionnels correspondant aux signaux de localisation nucléaire (NLS) et 
d'export nucléaire (NES), aux motifs de reconnaissance de l'ARN (KHI, KH2 et RGG), au 
domaine d'interaction protéine-protéine (PPID) et enfin au domaine phosphorylé (PhD) ont 
été déterminés chez FMRP et par la suite extrapolés aux deux homologues. B. Distribution 
des FXR. Les niveaux les plus élevés de FMRP se retrouvent dans le testicule, le cerveau et 
le cervelet. En ordre décroissant, on retrouve FMRP dans tous les tissus étudiés excepté les 
muscles et le cœur. FXRIP suit sensiblement la même tendance; mais de hauts niveaux 
d'isoformes particuliers se retrouvent toutefois dans les muscles striés. FXR2P ne semble 
toutefois pas suivre les mêmes distributions que ses homologues. Les poids moléculaires 
apparents (kDa) sont donnés vis-à-vis de chaque protéine. 
Figure tirée de Davidovic, L et al. (2006) 
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1.23 Structure de la protéine FMRP 
Des études effectuées sur la séquence primaire de FMRP ont permis de révéler l'existence 
de domaines consensus (Figure 2A). Ainsi, la séquence de FMRP contient deux types de 
domaines consensus de liaison à TARN, soit deux domaines KH (K homology) (KHI et 
KH2) et une boîte RGG constituée de répétitions d'une séquence arginine(R)-glycine(G)-
glycine(G) (Kiledjian and Dreyfuss, 1992), suggérant un rôle dans le métabolisme de 
l'ARN. Un signal de localisation nucléaire (NLS) et un signal d'exportation nucléaire 
(NES) situé respectivement dans les exons 4-5 et 14 ont également été identifiés (Eberhart 
et al., 1996; Fridell et al., 1996; Sittler et al., 1996; Bardoni et al., 1997). La présence des 
domaines NLS et NES suggère que FMRP puisse faire la navette entre le noyau et le cyto-
plasme. Cette hypothèse a été confirmée suite à l'observation de FMRP à l'intérieur d'un 
pore nucléaire (Feng et al., 1997). Toutefois, des études d'immunolocalisation avec des 
anticorps dirigés contre FMRP montrent qu'elle est principalement localisée dans le cyto-
plasme (95%) avec enrichissement périnucléaire (Devys et al., 1993; Verheij et al., 1993; 
Khandjian et al., 1996). En carboxy-terminal, FMRP possède un domaine de phosphoryla-
tion (PhD) constitué de trois sérines pouvant être phosphorylées. Les propriétés de FMRP 
peuvent donc être modulées par des modifications post-traductionnelles (Siomi et al., 
2002). Finalement, un domaine d'interaction protéine-protéine (PPID) permet à FMRP de 
lier directement d'autres protéines (Mazroui et al., 2003). 
1.2.4 Une protéine de liaison à l'ARN 
La présence de domaines de liaisons à l'ARN chez FMRP a suscitée énormément d'intérêt 
étant donné l'importance du métabolisme de l'ARN dans le développement. 
L'éclaircissement de la fonction de FMRP semble donc passer par la compréhension de son 
aptitude à lier l'ARN. 
1.2.4.1 Les domaine de liaisons à l'ARN 
Le domaine KH est un petit motif constitué d'au moins 45 acides aminés et son nom origi-
ne de la première protéine où il a été identifié, soit la protéine nucléaire humaine hnRNP K 
(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K) (Siomi et al., 1993a). Ce motif est l'un des 
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plus communs retrouvés chez les protéines liant l'ARN et il est présent dans plus d'une 
cinquantaine de protéines, autant chez les eucaryotes, les procaryotes et les bactéries (Burd 
and Dreyfuss, 1994). Typiquement, les domaines KH sont retrouvés en plusieurs copies, 
mais il y a aussi des protéines qui n'ont qu'un seul motif (Siomi et al., 1993a; Currie and 
Brown, 1999; Lukong and Richard, 2003). Leur fonction est qu'ils servent à la reconnais-
sance de l'ARN ou de l'ADN simple brin. Ils sont d'ailleurs retrouvés dans plusieurs pro-
téines différentes qui sont impliquées dans une multitude de processus biologique notam-
ment le transport de l'ARN, l'épissage, la régulation transcriptionnelle et le contrôle traduc-
tionnel (Burd and Dreyfuss, 1994; Lewis et al., 2000; Valverde et al., 2008). L'importance 
des domaines KH chez FMRP réside dans la découverte d'un patient ayant des manifesta-
tions sévères du X fragile, mais qui exprime la protéine FMRP. En effet, bien que FMRP 
soit présente dans les tissus, elle comporte une mutation ponctuelle non-sens d'un acide 
aminé dans le deuxième domaine KH (Ile304->Asn) (De Boulle et al., 1993). Cette obser-
vation indique une fonction clé pour FMRP dans les cellules normales et montre 
l'importance des domaines KH. 
FMRP contient aussi dans sa région C-terminale un autre domaine commun de liai-
son à l'ARN, une boîte RGG. Ses résidus arginine(R)-glycine(G)-glycine(G) lui confèrent 
une charge positive, donnant ainsi une haute affinité pour les molécules d'ARN chargés 
négativement. Les boîtes RGG sont habituellement retrouvées en combinaison avec 
d'autres domaines de liaison à l'ARN (Ghisolfi et al., 1992; Kiledjian and Dreyfuss, 1992; 
Darnell et al., 2001; Ramos et al., 2003) 
1.2.4.2 Les classes d'ARN ciblées par FMRP 
L'affinité de FMRP pour les acides nucléiques est maintenant bien connue. Dans la pers-
pective d'élucider le rôle de FMRP, plusieurs études se sont penchées sur la spécificité de 
liaison de FMRP pour certaines classes d'ARN. Jusqu'à présent, aucune spécificité de liai-
son n'a été établie pour KHI, tandis qu'il a été montré que KH2 lie spécifiquement une 
catégorie d'aptamères synthétiques, les Kissing complex, qui sont des éléments de séquence 
spécifique avec une structure tertiaire complexe stabilisée par le Mg2+ (Darnell et al., 
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2005a). Toutefois, cette structure n'a été retrouvée dans aucun ARNm naturel qui est une 
cible de FMRP (Khandjian et al., 2005; Bechara et al., 2009). Quant à la boîte RGG, des 
essais in vitro ont montré qu'elle est capable de lier des séquences riches en G (poly-G) et 
en U (poly-U) (Siomi et al., 1993b; Chen et al., 2003). De plus, la boîte RGG peut lier avec 
une grande affinité les structures en G-quartet, qui eux sont plutôt stabilisés par des ions K+ 
(Darnell et al., 2001 ; Schaeffer et al., 2001 ; Ramos et al., 2003). Les structures en G-quartet 
ou G-quadruplex sont des structures tridimensionnelles que peuvent adopter les acides nu-
cléiques riches en guanines pour former des plateaux parallèles de quatre guanines. Ainsi, 
FMRP possède une certaine sélectivité de liaison et peut reconnaître non seulement une 
séquence, mais aussi des structures secondaires d'ARN. 
1.2.4.3 Identification des ARNm cibles 
La compréhension de la fonction de FMRP passe inévitablement par l'identification des 
ARNm ciblés par FMRP. La recherche d'ARNm lié par FMRP a été réalisée dans diffé-
rents laboratoires et il en a résulté en l'identification d'un grand nombre d'ARNm. Toute-
fois, la liaison directe de FMRP n'a été confirmée que pour quelques-uns et une significa-
tion fonctionnelle possible dans la physiopathologie du X fragile a été montrée pour un 
nombre encore plus restreint (Khandjian et al., 2005). 
Ashley et collaborateurs ont montré par des techniques in vitro que FMRP lie 4% 
des ARNm totaux du cerveau fœtal humain (Ashley et al., 1993a). La majorité des ARNm 
cibles identifiés de FMRP présente une structure en G-Quartet, comme FMR1, Microtubu-
les Associated Protein IB {MAPIB), et Protein Phosphatase 2A catalytic subunit (PP2Ac) 
(Darnell et al., 2001; Schaeffer et al., 2001; Castets et al., 2005). 
Miyashiro et collaborateurs ont développé une approche pour identifier les ARN qui 
s'associent à FMRP in vivo, l'APRA (antibody-positionned RNA amplification), en asso-
ciation avec des hybridations sur puces à ARN (Miyashiro et al., 2003). La majorité des 
ARNm qu'ils ont identifiés codent pour des protéines jouant un rôle dans la plasticité sy-
naptique et la maturation neuronale. Ils ont par la suite montré que la souris nulle pour 
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FM RI exhibe des différences dans la distribution cellulaire et/ou la quantité de certains 
ARNm identifiés. Ces résultats supportent l'hypothèse selon laquelle FMRP contrôle 
l'expression et la localisation de ces transcrits. 
De nouvelles évidences supportent l'existence d'un lien entre FMRP et les micros 
ARN (miARN), des petits ARN non-codants impliqués dans la répression de la traduction 
(Plante and Provost, 2006). Deux groupes indépendants ont rapporté simultanément une 
relation possible entre l'orthologue de FMRP chez la Drosophile (dFMRP) et la voie de 
l'ARN interfèrent (ARNi) (Caudy et al., 2002; Ishizuka et al., 2002). En effet, ils ont mon-
tré que FMRP s'associe avec le complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex) et les 
miARN. Des études subséquentes ont montré que FMRP interagit avec la protéine Argo-
naute (Ago2) et Dicer chez les mammifères (Jin et al., 2004). 
1.2.5 Localisation subcellulaire 
Étant donné que FMRP est retrouvée principalement dans le cytoplasme, des études sur sa 
distribution subcellulaire ont été réalisée afin d'investiguer sur son association avec des 
structures cellulaires. Il a ainsi été mis en évidence, suite à des fractionnements subcellulai-
res par centrifugation différentielles et par gradients de sucrose discontinus sur des lysats 
cellulaires, que FMRP sédimente majoritairement dans la fraction microsomale du cyto-
plasme, soit à 100 000 g (Figure 3) (Khandjian et al., 1996; Corbin et al., 1997). FMRP est 
en effet retrouvée dans les fractions contenant les ribosomes de part sa co-sédimentation 
avec une protéine de la grosse sous-unité ribosomale, L7a. Des études 
d'immunofluorescence ont confirmé ces observations où le marquage de FMRP, qui a une 
apparence granuleuse, colocalise avec L7a par double marquage (Khandjian et al., 1996). 
De part sa capacité à s'associer à l'ARN, un éventuel rôle dans le processus de tra-
duction a été investigué. L'association de FMRP avec les ribosomes a été évaluée suite à 
des analyses sur gradient de sucrose 15-45% (p/p) de fractions cytoplasmiques purifiées 
dans un tampon contenant un détergent non-ionique. Ainsi, FMRP co-sédimente en grande 
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Figure 3. Distribution de FMRP 
A. La distribution de FMRP dans des fractions subcellulaires a été observée dans des cellu-
les NIH 3T3. Les fractions totales (T), nucléaires (N), ribosomales (R), post-ribosomales 
(PR) et non-sédimentables ont été récoltées suite à des centrifugations différentielles de 
lysats cellulaires avec augmentation de la force g. B. L'immunofluorescence de FMRP a 
été observée dans les cellules NIH 3T3 (a), les cellules HeLa (b) et les cellules neuronales 
(c). Le double marquage de la protéine ribosomale L7a (d) et de FMRP (e) dans les cellu-
les NIH 3T3 montre que les deux protéines ont la même distribution cytoplasmique, illustré 
par la couleur jaune des images superposées. 
Figures tirées et adaptées pour A. de Corbin, F. et collaborateurs (1997) et pour B. de 
Khandjian et collaborateurs (1996) 
15 
majorité avec les polyribosomes (polysomes) de 150 à 500S (Figure 4). Cette co-
sédimentation est toutefois altérée par les hautes concentrations en sel (0.5 M KC1) en in-
duisant un déplacement de FMRP vers la fraction soluble, alors que la distribution de la 
protéine ribosomale L7a n'est pas affectée. Ces résultats ont révélé que FMRP n'est pas 
une composante intégrale des ribosomes. Un traitement à la RNase pour dégrader l'ARNm 
qui relie ensemble les ribosomes en traduction active, a fait déplacer FMRP dans les frac-
tions supérieures du gradient. De plus, la dissociation des ribosomes en sous-unités par un 
traitement à l'EDTA à mis en évidence que FMRP lie l'ARNm, puisqu'elle conserve un 
coefficient de sédimentation d'environ 60S. L'EDTA chélate le magnésium, un ion divalent 
essentiel à la structure des ribosomes, relâchant ainsi les complexes ribonucléoprotéiques 
messagers (mRNP) des ribosomes. Finalement, des analyses sur colonnes d'oligo-dT ont 
confirmé que FMRP s'associe aux mRNP. FMRP s'associe donc aux polysomes dits en 
traduction active par interaction avec les ARNm. Cette distribution demeure d'ailleurs 
constante indépendamment du cycle cellulaire, que les cellules mises en culture soient 
quiescentes ou stimulées (Corbin et al., 1997). 
L'équipe de Zalfa et collalorateurs avait rapporté que dans le cerveau, FMRP n'était 
pas associée aux polysomes. Cette observation s'avéra toutefois inexacte due à l'utilisation 
d'un détergent ionique, le déoxycholate de Na, qui est capable de déplacer FMRP de la 
fraction des polysomes (Zalfa et al., 2003; Khandjian et al., 2004; Stefani et al., 2004). Il 
est maintenant largement accepté que FMRP s'associe à l'ARNm dans les polysomes. Cette 
association a été documentée dans tous les tissus ou types cellulaires qui ont été étudiés 
incluant le cerveau et les synaptosomes, une région riche des neurones en polysomes 
(Eberhart et al., 1996; Tamanini et al., 1996; Feng et al., 1997; Khandjian et al., 2004; Ste-
fani et al., 2004). Ces observations suggèrent un rôle pour FMRP dans le processus de tra-
duction. 
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Figure 4. Association de FMRP aux polysomes. 
L'association de FMRP aux polysomes est dépendante de la présence d'ARNm. Des ali-
quots d'environ 10 unités d'absorbance à 260 nm d'extraits cytoplasmiques de cellules He-
La ont été analysés par sédimentation sur gradient de sucrose 15-45% (p/p) avant (A) et 
après addition de 0.5M KC1 (B) et après traitement avec 100 ug/mL de RNAse (C). 
Figure tirée de Corbin, F. et collaborateurs (1997) 
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1.2.6 La famille FXR 
Dans la perspective de mieux comprendre la fonction de FMRP, la recherche de protéines 
pouvant interagir avec FMRP à conduit à la découverte de deux paralogues, créant une fa-
mille de protéines appelée Fragile X Related (FXR). Outre FMRP, Elle est composée de 
fragile X related 1 protein (FXR1P) et fragile X related 2 protein (FXR2P) (Figure 2). 
Contrairement à FMR1, les gènes FXR1 et FXR2 sont autosomiques étant situés sur les 
chromosomes 3q28 et 17pl3.1 respectivement et aucune maladie ne leur est associée (Sio-
mi et al., 1995; Zhang et al., 1995). 
Les trois membres de la famille FXR présentent une forte homologie de séquence, 
partageant 86% d'identité en acide aminé dans la région centrale et au-dessus de 70% dans 
la région N-terminale. La région C-terminale est cependant très divergente (Khandjian, 
1999). Les membres de la famille FXR partagent les mêmes domaines consensus et peu-
vent donc tous lier l'ARN. D'ailleurs, ils ont tous été retrouvés associés aux mRNP pré-
sents dans les polysomes (Corbin et al., 1997; Feng et al., 1997; Khandjian et al., 1998). De 
plus, l'utilisation d'études in vitro de liaison et du système de double hybride de levure à 
révéler que les protéines FXR peuvent former des homo- et des hétérodimères via leurs 
domaines PPID (Siomi et al., 1995; Zhang et al., 1995; Adinolfi et al., 2003). 
Étant donné que les protéines FXR présentent une très forte homologie de séquence, 
elles pourraient avoir des fonctions connexes et complémentaires sinon redondantes. Elles 
proviennent possiblement de la duplication d'un ancêtre commun, puisqu'un seul membre 
de la famille FXR est retrouvé chez la drosophile, dFMRP (Wan et al., 2000). Les études 
tendent vers des rôles similaires pour les trois paralogues, même s'il y a quelques subtiles 
différences fonctionnelles (Khandjian, 1999; Bakker et al., 2000). Le patron d'expression 
tissulaire et la sub-localisation nucléolaire de FXR1P et FXR2P suggère que la fonction 
précise des trois membres de la famille FXR ait légèrement divergé de leur ancêtre com-
mun au cours de l'évolution (Tamanini et al., 1997; Tamanini et al., 1999; Tamanini et al., 
2000). Entre autres, FXR1P est fortement exprimée dans les muscles cardiaques et squelet-
tiques, contrairement à FMRP et FXR2P comme discuté précédemment. 
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1.2.7 Les partenaires protéiques de FMRP 
1.2.7.1 Des protéines liant l'ARN 
FMRP est l'une des nombreuses composantes présentes dans les complexes macromolécu-
laires RNP (Khandjian et al., 2005). La plupart des protéines interagissant avec FMRP pos-
sèdent aussi la propriété de lier l'ARN, comme ses paralogues FXR1P et FXR2P de même 
qu'elle-même. FMRP interagit avec différentes protéines que se soit directement ou indi-
rectement comme montré dans la table 1 (Bagni and Greenough, 2005). 
Entre autres, des études de double hybride faites à partir de la portion N-terminale 
de FMRP ont permis d'identifier deux nouveaux partenaires, la Nuclear FMRP Interacting 
Protein (NUFIP) et la 82 kDa FMRP Interacting Protein (82-FIP) (Bardoni et al., 1999; 
Bardoni et al., 2003). Ces deux protéines lient l'ARN et s'associent avec les polysomes. 
Elles ont la capacité d'interagir avec FMRP, mais pas avec FXR1P et FXR2P. NUFIP pos-
sède des domaines NLS et NES la rendant capable de faire la navette entre le noyau et le 
cytoplasme suggérant qu'elle fasse partie d'un complexe qui lie la transcription au transport 
de l'ARNm. Du côté de 82-FIP, sa distribution est plutôt cycle-dépendante, puisqu'elle est 
cytoplasmique en G2/M et nucléaire en phase Gl. Cette distribution suggère que la compo-
sition du complexe contenant FMRP peut être dépendante du cycle cellulaire (Bardoni et 
al., 2003). 
1.2.7.2 Des protéines associées aux cytosquelettes 
Il n'y a que quelques protéines qui n'ont pas la propriété de lier l'ARN, mais qui interagis-
sent avec FMRP. Il y a entre autres des protéines qui s'associent au cytosquelette, comme 
la Ran-BPM (Menon et al., 2004), aussi bien que des protéines motrices soit la myosine Va 
(Ohashi et al., 2002), la chaîne lourde de la kinésine I (KIF5) et la chaine lourde de la dy-
néine (Ohashi et al., 2002; Kanai et al., 2004; Ling et al., 2004). Toutefois, la plupart de ces 
interactions ont été étudiés chez la mouche. Récemment, Davidovic et collaborateurs ont 
identifié à partir de neurones de souris une nouvelle protéine interagissant directement avec 
FMRP, la protéine motrice neurospécifique KIF3C (Davidovic et al., 2007). FMRP jouerait 
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FXR1P Noyau A cytoplasme Humain, souris, ret, X laevis. zebra fish Système de double hybride 
FXR2P Noyau et cytoplasme Humain, souris, rat, X. laevis, zebrafish Système de double hybride 
NUFIPI Noyau Humain, souris, rat, D. melanogaster Système de double hybride 
CYFIF1 Cytoplasme 
Humain, souris, tat, X. laevis, 
zebrafish, D. melanogaster, C. elegans 
Système de double hybride 
82-FIP Noyau et cytoplasme Humain, souris, X. laevis Système de double hybride 
Nucleotin Noyau 
Humain, soiais. rat. C. gallus, 
A' laevis, D. melanogaster, C. elegans 
Co-immunoprécipitation 
YBl/pSO Noyau Humain, souris, rat, X. laevis, 
zebrafish, D melanogaster, C. elegans 
Co-immunoprécipitation 
Staofen Cytoplasme 
Humain, souris, rat. X. laevis, 
zebrafish. D. melanogaster, C elegans 
Co-immunoprécipitation 
TAP-lechnotojsy 
PUR a Cytoplasme 
Humain, souris, rat, D. melanogaster. 
C. elegans 
Co-immunoprécipitation 
PUR p Cytoplasme 
Humain, souris, X. laevis, zebrafish. 
D. melanogaster 
Co-immunoprécipitation 
Myotinc VA Cytoplasme 
Humain, souris, rat, D. melanogaster, 
C. elegans, X. laevis 
Co-immunoprécipitation 
Ran-BPM Noyau et cytoplasme 
Humain, souris, rat, X laevis. 
D. melanogaster 
Système de double hybride 
elF2C2/AG01 Noyau et cytoplasme Humain, souris, rat, D. melanogaster Co-immunoprécipitation 
Dicer Noyau et cytoplasme 
Humain, souris, rat, X. laevis, 
zebrafish, D. melanogaster 
Co-immunopréc ipitatkm 
PABP1 Cytoplasme 
Humain, souris, rat, X. laevis, 
zebrafish, D. melanogaster, C. elegans 
Méthode TAP 
immuno precipitation 
Chaîne lourde 
Klnétlne 
Dynéine chaîne 
intermédiaire 
Cytoplasme 
Cytoplasme 
Humain, souris, rat. A" laevis. 
D. melanogaster, C. elegans 
Humain, souris, rat, D. melanogaster 
Méthode TAP 
Immunoprécipitation 
Méthode TAP 
KIF3C Cytoplasme Humain, souris, rat 
Système de double hybride 
Co-immunoprécipitation 
Table 1. Sommaire de quelques protéines interagissant avec FMRP. 
C. elegans, Caenorhabditis elegans', CYFÏP1/2, cytoplasmic fragile X mental retardation 
protein (FMRP)-interacting protein 1/2; D. melanogaster, Drosophila melanogaster, 
eIF2C2, eukaryotic translation-initiation factor 2C, 2 (connu aussi sous Argonaute 1 
(AGOl)); FMRP, fragile X mental retardation protein; FXR1P/2P, fragile X mental retar-
dation protein 1/2; G. gallus, Gallus gallus\ NUFIP1, nuclear FMRP interacting protein 1; 
PABP1, poly(A)-binding protein 1; PURa/fi, purine-rich single stranded DNA-binding pro-
teins a and P; RanBPM, Ran-binding protein; Méthode TAP (Tandem affinity purification); 
X. laevis, Xenopus laevis; YB1, Y-box-binding protein 1; 82-FIP, 82-kDa FMRP-
interacting protein. 
Table tirée et adaptée de Bagni, C. et Greenough. W. T. (2005) 
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ainsi un rôle d'adaptateur entre le cytosquelette et des granules d'ARN. En effet, la synthè-
se protéique au niveau des dendrites et des synapses semble jouer un rôle majeur dans le 
développement des réseaux neuronaux. Puisque le soma est souvent situé à une grande dis-
tance des neurones et dendrites, le transport des ARNm et des unités traductionnelles cons-
tituent donc une activité très importante. Des travaux ont montré que FMRP, avec d'autres 
protéines de liaison à l'ARN, pourrait se lier à des ARNm au niveau du soma des neurones 
et former des granules neuronaux contenant entre autres des sous-unités ribosomales. Ces 
dernières, qui contiennent les ARNm réprimés, seraient ensuite transportées via la voie des 
microtubules possiblement pour une traduction spécifique et localisée (De Diego Otero et 
al., 2002; Antar et al., 2004). FMRP interagit aussi avec les protéines CYFIP1 et CYFIP2, 
(Cytoplasmic fragile X mental retardation protein (FMRP)-interacting protein 1/2) deux 
protéines homologues, qui ne contiennent pas de domaines consensus, mais qui sont bien 
conservées au cours de l'évolution. CYFIP1 interagit avec Racl, reliant ainsi FMRP à la 
voie des RhoGTPase (RAS homologue guanosine trisphosphatase) (Schenck et al., 2001). 
Il a été montré chez la drosophile que les orthologues de CYFIP1/2, FMRP et Racl jouent 
un rôle majeur dans l'établissement de la connectivité neuronale (Schenck et al., 2003). 
1.2.8 À la recherche d'une fonction 
La fonction primaire de FMRP est reliée sans conteste à sa propriété de lier l'ARNm par 
l'intermédiaire de ses différents domaines consensus décrits précédemment. Toutefois, la 
spécificité de liaison de FMRP à l'ARN n'est pas complètement comprise. De plus en plus 
d'évidences suggèrent que la fonction de FMRP est complexe et qu'elle est impliquée dans 
plusieurs étapes du métabolisme de l'ARN. 
1.2.8.1 Dans le noyau 
L'étude de Kim et collaborateurs a montré que FMRP a la capacité de lier l'ARN pré-
messagers dans le noyau et de traverser vers le cytoplasme par la suite (Kim et al., 2009). 
Ces résultats proposent un rôle pour FMRP dans l'export de l'ARN pré-messagers du 
noyau. De plus, la faible portion nucléaire de FMRP pourrait être impliquée dans certaines 
étapes de maturation et/ou dans la génération et l'assemblage de complexes mRNP étant 
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donné qu'elle interagit avec des protéines localisées uniquement dans le noyau (NUFIP et 
nucleolin) (Khandjian et al., 2005). 
1.2.8.2 Un chaperon 
Dans le cytoplasme, FMRP se trouve principalement dans les complexes mRNP associés 
aux polysomes (Corbin et al., 1997; Stefani et al., 2004). La fonction exacte de FMRP dans 
ces complexes n'est pas parfaitement comprise mais elle semble être impliquée dans la ré-
gulation de la traduction de ses ARNm cibles. Récemment, Gabus et collaborateurs ont 
montré que FMRP possède des propriétés pour être une chaperonne d'acide nucléique en 
favorisant une conformation stable de TARN. Ces résultats suggèrent que FMRP régulerait 
la traduction en agissant sur le statut structural des ARNm (Gabus et al., 2004). 
1.2.8.3 Un régulateur 
Des études in vitro et in vivo ont mis en évidence que FMRP jouerait aussi un rôle de ré-
presseur de la traduction en séquestrant les ARNm (Laggerbauer et al., 2001; Mazroui et 
al., 2002). Ainsi, la liaison d'une ou de quelques molécules de FMRP ouvrirait la structure 
de l'ARNm, favorisant l'amorce de la traduction. Alors que la présence de hauts niveaux de 
FMRP, en collaboration avec d'autres protéines liant l'ARN, rendraient inaccessible 
l'appareil de traduction en promouvant l'empaquetage de l'ARNm en granules (Ivanyi-
Nagy et al., 2005). Laggerbauer et collaborateurs ont démontré qu'un excès de FMRP re-
combinant mène à l'inhibition de la traduction autant in vitro dans un système de lysat de 
reticulocytes de lapin qu'w vivo après injection dans des ovocytes de Xenopus (Lagger-
bauer et al., 2001). De plus, la protéine dFMRl de la drosophile a été rapportée à réguler 
négativement l'expression de la protéine fotsch, l'homologue de MAP1B humain (Zhang et 
al., 2001). Finalement, des hauts niveaux de FMRP conduiraient à la répression de gènes 
rapporteurs dans des cellules de mammifères transfectées (Mazroui et al., 2002). 
La fonction de répresseur de la traduction alors qu'elle est associée aux polysomes 
dit en traduction active peut sembler paradoxale. Toutefois, cela pourrait s'expliquer par 
l'interaction de FMRP avec la voie des miARN et le complexe RISC. Les miARN sont 
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codés naturellement par notre ADN pour contrôler l'expression d'autres gènes de notre gé-
nome en régulant le clivage, la dégradation et l'inhibition de la traduction de certains 
ARNm. La présence de FMRP ne semble pas être essentielle pour le fonctionnement de 
RISC, mais pourrait participer dans le processus (Bardoni et al., 2006). Le groupe de Pro-
vost a émis l'hypothèse que FMRP pourrait faciliter la reconnaissance et l'assemblage des 
miARN sur les ARNm cibles (Plante and Provost, 2006). Cette répression serait dépendan-
te de l'état de phosphorylation de FMRP. Non-phosphorylé, FMRP est associée aux poly-
somes en traduction active alors qu'une fraction de FMRP phosphorylée est apparemment 
associée aux polysomes en latence (Ceman et al., 2003). FMRP agirait donc davantage 
comme un intermédiaire et cette interaction permettrait un contrôle localisé de la traduc-
tion. L'interaction de FMRP à ses différents partenaires protéiques pourrait aussi moduler 
la liaison à ses ARNm cibles (Bardoni et al., 1999; Ceman et al., 1999). 
1.2.8.4 Un rôle dans la plasticité synoptique 
Au niveau neuronal, l'observation en pathologie chez les patients X fragiles et la souris 
FMR1 nulle d'épines dendritiques immatures et anormales, qui sont des structures synapti-
ques riches en actine, suggère des anomalies dans la maturation et/ou la fonction des synap-
ses. Ces altérations semblent être impliquées dans la plasticité synaptique, c'est-à-dire dans 
la capacité de moduler les structures synaptiques, qui est considérée comme un processus 
important dans l'apprentissage et la mémoire, qui sont à la base des dysfonctions cognitives 
responsables du retard mental (Bagni and Greenough, 2005). 
La présence de machineries protéiques près des connections synaptiques permet aux 
neurones de répondre rapidement et distinctement à différents signaux via une traduction 
locale d'ARNm spécifiques (Darnell et al., 2005b). L'expression des gènes dans les neuro-
nes nécessite donc le transport d'ARNm du corps cellulaire vers les dendrites. Plusieurs 
évidences proposent que FMRP soit impliquée dans le transport des ARNm. Les études 
d'immunocytochimie indiquent d'ailleurs que FMRP est distribuée dans tout le neurone 
(O'Donnell and Warren, 2002; Antar et al., 2004). Une fraction de FMRP et de son ARNm, 
FMR1, colocalise dans des granules dendritiques d'ARN qui voyagent le long des dendrites 
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et des épines (Antar et al., 2004). Ces granules correspondent à des structures complexes 
contenant des ARNm, des ribosomes et des protéines liant l'ARN (Davidovic et al., 2007). 
Différentes études ont indiqué que FMRP s'associe aux microtubules et à des protéines 
motrices pour être transportée dans les neurones de manière microtubules-dépendants (De 
Diego Otero et al., 2002; Ling et al., 2004; Antar et al., 2005; Davidovic et al., 2007). Les 
réseaux de microtubules sont particulièrement abondants dans les neurones et jouent un 
rôle important dans la plasticité synaptique. Il a été montré que les microtubules neuronaux 
sont nécessaires aux transports dendritiques et axonaux. Les microtubules représentent 
d'ailleurs 15-20% des protéines neuronales (Laferriere et al., 1997). Lors du transport, les 
complexes mRNP seraient tenus sous forme de traduction inactive jusqu'à ce que l'entrée 
synaptique change l'activité de FMRP pour permettre la traduction d'ARNm (Wang et al., 
2007). Des études ont montré que FMRP peut faire la navette entre les mRNP et les poly-
somes, dépendamment de l'état de la cellule (Vasudevan and Steitz, 2007; Wang et al., 
2007). Il est donc possible de penser que FMRP puisse non seulement jouer un rôle dans le 
transport mais aussi dans la régulation locale de l'expression protéique au niveau des sy-
napses qui sont des régions éloignées du corps cellulaires (Figure 5) (Bassell and Warren, 
2008; Ronesi and Huber, 2008). 
Weiler et collaborateurs ont montré que le transport dendritique de FMRP et FMR1, 
aussi bien que la traduction de FMRP aux extrémités synaptiques, peuvent être stimulés par 
l'activation des récepteurs glutamate métabotropiques du groupe 1 (GPl-mGluR) (Weiler 
et al., 1997). L'absence de FMRP résulte en une dérégulation de la synthèse protéique sti-
mulée par les GPl-mGluR dans les synaptosomes conduisant en des altérations synaptiques 
qui sont les principales causes de dysfonctions cognitives. D'ailleurs, selon ces observa-
tions, un antagoniste spécifique des mGlur a été proposé comme traitement pharmacologi-
que. 
Certaines évidences relient FMRP avec le cytosquelette. Entre autres, en l'absence 
de FMRP il y a surexpression de MAP1B conduisant à une augmentation anormale de la 
stabilité des microtubules affectant la plasticité synaptique. Une cible qui apparaît être ré 
gulée par FMRP est l'ARNm de PP2Ac (Protein phosphatase 2A) (Bardoni et al., 2006). 
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Figure 5. Modèle proposé de la fonction de FMRP dans les neurones. 
FMRP entre dans le noyau et interagit avec les complexes ribonucléoprotéines pré-
messenger (pré-mRNP) pour les escorter vers le cytoplasme. Dans les neurones, les com-
plexes mRNP qui atteignent le cytoplasme sont dirigés vers un 'centre de triage' où une 
décision de traduction de l'ARNm ou de transport vers des régions distantes sont prises. De 
hauts niveaux de FMRP sont détectés dans les neurones de même que d'autres protéines 
liant l'ARN comme FXR1P et FXR2P, afin de saturer des ARNm pour réprimer leur activi-
té. Ces complexes réprimés forment des granules qui sont transportés le long des dendrites 
via les microtubules jusqu'aux épines dendritiques cibles. Les ARNm réprimés peuvent 
alors être réactivés sous l'influence d'un stimulus précis et donc être localement traduits. La 
densité des filaments d'actine est très prononcée dans les épines. 
Figure tirée de Bardoni, B. et collaborateurs (2006) 
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L'intérêt de cet ARNm est que la protéine correspondante constitue une phosphatase impli-
quée dans le cycle cellulaire et la réorganisation du cytosquelette. L'absence de FMRP em-
pêcherait la répression de cet ARNm ce qui contribuerait à la croissance dysmorphique et 
surnuméraire des épines dendritiques observées en l'absence de FMRP. La découverte de 
l'association de FMRP avec CYFIP a établit un autre lien fonctionnel entre FMRP et le 
contrôle du dynamisme du cytosquelette d'actine via la voie des RhoGTPases. L'absence 
de FMRP altérerait donc la synthèse de protéines essentielles dans le développement synap-
tique. 
De plus, une diminution du niveau basai d'adénosine monophosphate cyclique 
(AMPc) a été observée au niveau des cellules neuronales dans différents modèles d'études 
X fragile, soit chez l'humains, la souris et la drosophile comparativement à des sujets 
contrôles (Berry-Kravis et al., 1995; Kelley et al., 2007). Cette diminution a aussi été ob-
servée dans les plaquettes sanguines et les cellules lymphoblastoïdes humaines chez des 
individus atteints du syndrome du X fragile (Berry-Kravis and Huttenlocher, 1992; Berry-
Kravis and Sklena, 1993; Kelley et al., 2007). L'AMPc est un second messager qui joue un 
rôle critique dans plusieurs aspects du développement neurologiques et pourrait être impor-
tant dans la susceptibilité à l'autisme. Il est connu pour réguler des fonctions neuronales en 
affectant potentiellement la fonction des canaux, la transduction des signaux et l'expression 
de gènes. L'hypothèse proposée est que FMRP jouerait un rôle dans la traduction d'ARNm 
impliqués dans le métabolisme de l'AMPc (Berry-Kravis and Sklena, 1993). Bien que 
l'affinité directe de FMRP pour l'ARNm de l'adénylate cyclase n'ait jamais été démontrée, 
le niveau d'ARNm de cette enzyme serait diminué dans les tissus déficients en FMRP 
(Miyashiro et al., 2003). 
Bien que FMRP fasse l'objet de nombreuses études, sa fonction exacte reste encore 
nébuleuse. De plus, il est à se demander si FMRP peut réellement porter le chapeau de tou-
tes les fonctions qui lui ont été attribuées. Ce manque d'information quant à la fonction 
réelle de FMRP dans l'appareil traductionnel dérive entre autres des limites dans les modè-
les d'études utilisées. 
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1.2.9 Modèles d'études de FMRP 
Dans les premières études de caractérisation de FMRP, des lignées fibroblastiques, épithé-
liales et lymphocytaires ont été utilisées (Davidovic et al., 2006). Ces lignées ont l'avantage 
d'être facile de culture et de manipulations, par contre, elles ne sont pas particulièrement 
adaptées et adéquates pour l'étude d'une protéine qui joue un rôle dans des cellules aussi 
spécialisées que sont les neurones. 
Les études préconisent davantage l'étude des neurones étant donné que FMRP y est 
fortement exprimé et que son absence résulte en des dysfonctions cognitives. Toutefois, 
l'absence de matériel pathologique en quantité suffisante et la complexité de la procédure 
rendent l'étude des neurones difficile. Les études sont donc principalement faites à partir de 
modèles animaux, comme la souris, la grenouille et la mouche. L'utilisation de ces espèces 
donne l'avantage d'avoir accès à un grand nombre de sujets et à des animaux où le gène 
FMRl peut être réprimé, simulant le syndrome du X fragile. D'ailleurs, la souris FMRl 
nulle montre des pathologies et des déficits cognitifs similaires à l'humain (Bakker et al., 
1994). En effet, c'est en 1994 qu'un consortium composé de plusieurs laboratoires réussit à 
établir une lignée murine n'exprimant pas la protéine FMRP (The Dutch-Belgian Fragile X 
Consortium, 1994). Au niveau du système nerveux central, la souris FMRl nulle montre la 
présence d'épines dendritiques anormalement fines et tortueuses et une augmentation de la 
densité des épines. Du point de vue phénotypique, elle présente des troubles cognitifs et 
comportementaux, une difficulté d'apprentissage, des troubles d'anxiété ainsi qu'un élar-
gissement testiculaire chez les souris mâles similairement aux patients X fragile. Comme 
cette souris montre beaucoup d'analogie anatomique et comportementale avec les individus 
atteints, elle est considérée comme un bon modèle d'étude (Kooy et al., 1996). Il n'en reste 
pas moins que de légères différences subsistes entre les espèces et que le cerveau humain 
demeure plus complexe. 
Pour ce qui est des lignées cellulaires in vitro, elles possèdent la capacité de prolifé-
ration et de fonction différentiée. Ces propriétés ont tendance à évoluer de manières très 
différentes quelle que soit la méthode de culture employée. Les cellules conservent habi-
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tuellement leur potentiel de division, qui peut toutefois ralentir au cours du temps. Par 
contre, les cellules en culture peuvent perdre certaines de leurs propriétés. Ces pertes sont 
sans conteste primordiales lorsqu'il est question de cellules neuronales très différenciées. 
Dans la perspective de trouver un modèle d'étude pour FMRP qui soit naturelle, 
humain et facilement accessible nous nous sommes intéressées à sa présence dans les cellu-
les du sang. Des résultats préliminaires obtenus dans le laboratoire du Dr. Corbin ont mon-
tré la présence de FMRP dans les plaquettes sanguines. 
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13 LA PLAQUETTE SANGUINE 
13.1 L'origine 
Les plaquettes sanguines sont issues de la differentiation de cellules souches hématopoïéti-
ques présentent dans la moelle osseuse. Le processus final de production et de mise en cir-
culation des plaquettes, appelé thrombopoïèse, se fait par leur précurseur immédiat, les mé-
gacaryocytes. Ces derniers représentent les cellules les plus grosses et les plus rares de la 
moelle osseuse constituant moins de 1% (Ogawa, 1993). Toutefois, ils ont la capacité de 
mettre en circulation chaque jour jusqu'à 10H plaquettes, où chaque mégacaryocyte peut 
produire entre 2000 et 5000 plaquettes (Long, 1998). Pour y arriver, les précurseurs méga-
caryocytaires subissent deux mécanismes fondamentaux caractéristiques de la thrombo-
poïèse afin de devenir des mégacaryocytes complètement différenciés: une polyploïdisation 
par le processus d'endomitose et une maturation cytoplasmique et membranaire (Figure 6) 
(Patel et al., 2005). 
1.3.1.1 Thrombopoïèse : la polyploïdisation 
Le processus d'endomitose permet de former des cellules polyploïdes à partir de cellules 
diploïdes en répliquant l'ADN sans qu'il y ait division nucléaire et cytoplasmique. Le 
groupe de Nagata a montré que la mitose se terminait prématurément puisqu'il y avait ab-
sence d'anaphase B, de télophase et de cytocinèse (Nagata et al., 1997). Il ne se produirait 
pas d'élongation des fuseaux mitotiques, ce qui empêcherait les chromosomes de migrer à 
chacun des pôles de la cellule, prévenant ainsi une division nucléaire et cellulaire. Il en ré-
sulte donc que les mégacaryocytes matures disposent d'un noyau polyploïde et multilobé 
avec un contenu en ADN moyen de 16N chromosomes, mais qui peut varier entre 8N à 
128N (Ravid et al., 2002). 
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Figure 6. Étape de la production des plaquettes par les mégacaryocytes 
Une série systématique d'événements se produit entre la transition du mégacaryocyte (A) 
aux plaquettes libérées (E), (B) Les cellules subissent d'abord l'endomitose nucléaire, syn-
thèse d'organelle, maturation et expansion cytoplasmiques, alors qu'une rangée de microtu-
bules émanant des centrosomes est établie. (C) Les centrosomes se désassemblent et les 
microtubules transfèrent au cortex cellulaire. Il y a formation de pseudopodes. (D) Le glis-
sement des microtubules conduit l'élongation de pseudopodes pendant que des organelles se 
localisent dans des extrémités de pseudopodes. La formation de pseudopodes continue à 
augmenter dans toute la cellule tandis que le recourbement et l'embranchement amplifient 
les extrémités existantes. (E) Le cytoplasme entier du mégacaryocyte est converti en masse 
de plaquettes, qui sont libérés de la cellule. Le noyau est par la suite expulsé et différentes 
plaquettes sont libérées des extrémités. 
Figure tirée de Patel, S. R. et collaborateurs (2005) 
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1.3.1.2 Thrombopoïèse : la maturation 
La maturation cytoplasmique et membranaire des mégacaryocytes est plus ou moins 
concomitante avec la polyploïdisation puisqu'elle est nécessaire à la physiologie mégaca-
ryocytaire. Elle permet l'amplification fonctionnelle de l'expression des gènes qui vraisem-
blablement mènent à une augmentation de la synthèse des protéines plaquettaires et de la 
taille des mégacaryocytes (Raslova et al., 2003; Hartwig and Italiano, 2006). Le mégaca-
ryocyte possède donc une imposante machinerie traductionnelle qui lui permet d'accroître 
la synthèse de marqueurs plaquettaires et de protéines du cytosquelette, de produire et de 
mettre en place les différentes organelles plaquettaires qui conduisent à l'apparition d'un 
système membranaire et de granulations (Patel et al., 2005). Entre autres, les granules spé-
cifiques des plaquettes, a et denses, vont prendre origine du golgi (Jones, 1960; Youssefian 
and Cramer, 2000) et vont acquérir leurs contenus à travers une combinaison de synthèse 
endogène et d'incorporation de composés cytoplasmiques par endocytose par récepteurs 
interposés et par pinocytose (Handagama et al., 1987; Coller et al., 1991). Les mégacaryo-
cytes deviennent totalement différenciés une fois leur maturation complétée. Ils se retrou-
vent ainsi entièrement équipés des éléments exigées pour la tâche principale de biogenèse 
plaquettaire. Des milliers de plaquettes sont alors produites et relâchées dans la circulation 
sanguine par la fragmentation du cytoplasme mégacaryocytaire et le noyau est extrudé et 
phagocyté. Toutefois, le mécanisme exact n'a pas encore été établi. Deux modèles contras-
tant ont été proposés : le modèle de fragmentation cytoplasmique et le modèle de formation 
de proplaquettes (Kosaki, 2008). Le premier modèle élaboré dès 1910 par Wright (Wright, 
1910), repose sur l'idée que les plaquettes seraient préformées à l'intérieur même du méga-
caryocyte mature, où elles seraient démarquées par des membranes internes et libérées par 
une rupture du cytoplasme. Alors que le second modèle stipule que les plaquettes sont relâ-
chées du mégacaryocyte suite à un processus de remodelage entier du cytoplasme. Ainsi, 
les mégacaryocytes émettraient de longs prolongements cytoplasmiques, appelés pseudo-
podes ou proplaquettes, dont l'extrémité se fragmenteraient pour libérer les plaquettes. La 
phase de maturation des mégacaryocytes s'échelonne sur quelques jours, alors que celle de 
libération des plaquettes est complétée en quelques heures (Hartwig and Italiano, 2003). 
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Les mégacaryocytes ont donc pour fonction non seulement de produire et 
d'assembler l'ensemble du cytosquelette spécialisé de chaque plaquette, mais aussi de char-
ger également chaque plaquette avec l'attribution appropriée d'organelles et de granules 
essentiels pour leur fonction hémostatique. Lors de cette distribution du cytoplasme méga-
caryocytaire, de la machinerie traductionnelle de même que de l'ARNm abondamment pré-
sent dans le cytoplasme est aussi délivré (Lindemann and Gawaz, 2007). 
1.3.2 Structure et morphologie plaquettaire 
Les plaquettes sont relâchées du mégacaryocyte dans la circulation sanguine sous forme de 
fragments cytoplasmiques discoïdes anucléés. Elles constituent le plus petit élément figuré 
du sang avec un diamètre d'environ 2.0 à 5.0 jxm, une épaisseur de 0.5 jim et un volume 
moyen cellulaire de 6 à 10 femtolitres. Elles circulent normalement dans le sang de 7 à 10 
jours avant d'être éliminées dans la rate et le lit vasculaire pulmonaire. La concentration 
normale en plaquette dans le sang se situe entre 150-400 x 109 plaquettes/L. Le cytoplasme 
plaquettaire contient deux types de granules de sécrétion spécifiques aux plaquettes, les 
granules a et les granules denses, ainsi que des organites cellulaires standards, soit des mi-
tochondries et des grains de glycogène agissant comme source nécessaire d'énergie, des 
lysosomes chargées d'enzymes protéolytiques renforcissant les fonctions pro-inflammatoire 
et pro-activatrices des plaquettes de même que des systèmes de membranes internes. 
1.3.2.1 Récepteurs et membranes 
La membrane externe des plaquettes est composée d'une bicouche de phospholipides typi-
que maintenant une couche riche en glycoprotéines (GP). Les GP sont des récepteurs jouant 
un rôle majeur dans la fonction plaquettaire puisqu'elles permettent l'adhésion aux surfaces 
endommagées, de déclencher la pleine activation de la plaquette, de favoriser l'agrégation 
de même que l'interaction avec d'autres éléments cellulaires, et d'accélérer le processus de 
la rétraction du caillot. Les différents récepteurs présents sur les plaquettes sont les sélecti-
nes (P-sélectine, GMP 140), les immunoglobulines ainsi que des récepteurs pour les ago-
nistes plaquettaires (thrombine, adénosine diphosphate (ADP), thromboxane A2 (TXA2), 
etc.) (Kamath et al., 2001). Les principales GP impliquées dans la fonction plaquettaire sont 
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le complexe GP Ib-IX, qui permet l'adhésion des plaquettes au collagène sub-endothélial 
via le vWF et le complexe GPIIb-IIIa (intégrines anbp3) qui sert de site de liaison pour les 
molécules adhésives possédant une séquence Arg-Gly-Asp-X (fibrinogène, vWF, fibronec-
tine et vitronectine). 
1.3.2.2 Systèmes membranaires 
À la périphérie de la membrane se trouve un regroupement résiduel de membranes du reti-
culum endoplasmique du mégacaryocyte, classiquement appelé le système tubulaire dense. 
Il sert de réserve de calcium intracellulaire, de lieu de synthèse de la TxA2 et 
d'accumulation de l'acide arachidonique (AA). Un deuxième système de membranes, le 
système canaliculaire ouvert (SCO), consiste en des invaginations profondes de la mem-
brane externe au travers du cytoplasme. Ces invaginations permettent à la plaquette de dis-
poser d'une plus grande surface de contact avec l'extérieur et de fournir davantage de GP 
en surface lors de l'activation. 
1.3.2.3 Les granules spécifiques aux plaquettes 
Durant l'activation plaquettaire, les granules fusionnent avec la membrane externe ou à 
celle du SCO de la plaquette afin de déverser leur contenu dans la circulation sanguine. 
Lors de l'activation par la thrombine, plus de 300 protéines sont sécrétées (Coppinger et al., 
2004; Smyth et al., 2009). De plus, certaines composantes membranaires des granules se 
retrouvent à la surface et servent ainsi de marqueur de l'activation plaquettaire. 
1.3.2.3.1 Les granules a 
Les granules a représentent 1'organelle le plus abondant avec plus de 40 à 80 granu-
les par plaquette. Elles contiennent entre autres des protéines de coagulation et d'adhérence 
qui sont sécrétées lors de l'activation ainsi que des facteurs de croissance et des inhibiteurs 
fibrinolytique (Table 2) (Smyth et al., 2009). La relâche des protéines PF4 (Facteur pla-
quettaire 4) et TGF-P (Transforming growth factor-beta) est utilisée comme un indicateur 
de la sécrétion des granules a. P-sélectine, une protéine de la membrane des granules a, est 
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a-Granules Dense bodies 
Platelet-specific proteins 
Platelet factor 4 
p-Thromboglobulln family* 
Multimerin 
Adhesive glycoproteins 
Fibrinogen 
von Wlllebrand factor 
von Wlllebrand factor propeptide 
Flbronectln 
Thrombospondin-1 
Vitronectin 
Coagulation factors 
Factor V 
Protein S 
Factor XI 
Mitogenic factor* 
Platelet-derived growth factor 
Transforming growth factor-fl 
Endothelial cell growth factor 
Epidermal growth factor 
Insulin-like growth factor I 
Angiogenic factors 
Vascular endothelial growth factor 
Platelet factor 4 (inhibitor) 
Fibrinolytic inhibitors 
arPlasmln inhibitor 
Plasminogen activator inhibitor-1 
Albumin 
Immunoglobulins 
Granule membrane-specific proteins 
P-selectln (CD62P) 
CD63 (LAMP-3) 
GMP33 
ADP 
ATP 
Calcium 
Serotonin 
Pyrophosphate 
GDP 
Magnesium 
Other secreted or released proteins 
Protease nexin I 
Gas6 
Amyloid p-protein precursor (protease nexin II) 
Tissue factor pathway inhibitor 
Factor XIII 
ai-Protease inhibitor 
Complement I inhibitor 
High molecular weight kininogen 
ar-Macroglobulin 
Vascular permeability factor 
lnterleukin-1b 
Histidine-rich glycoprotein 
Chemokines 
MlP-ia (CCL3) 
RANTES (CCL5) 
MCP-3 (CCL7) 
Gro-a(CXCLI) 
Platelet factor 4 (CXCL4) 
ENA-78 (CXCL5) 
NAP-2 (CXCL7) 
lnterieukin-8 (CXCL8) 
TARC (CCL17) 
Table 2. Contenu des granules spécifiques aux plaquettes 
*Platelet basic protein, low-affinity platelet factor 4, P-thromboglobuline, and 0-
thromboglobuline-F. CCL, ligand à motif C-C (C-C motif ligand) ; CXCL, ligand à motif 
C-X-C {C-X-C motif ligand)', ENA, peptide activant les neutrophils épithéliaux {epithe-
lial cell-derived neutrophil-activating (peptide))', GMP, protéine membranaire de granules 
(granule membrane protein); Gro, oncogène lié à la croissance {growth-related oncogene)', 
LAMP, Protéine membranaire associée aux lysosomes {lysosome-associated membrane 
protein); MCP, Protéine Chimiotactique pour les Macrophages {monocyte chemoattractant 
protein); MIP, Protéine de l'Inflammation provenant du Macrophage {macrophage inflam-
matory protein); NAP, Peptides activateurs des neutrophiles {neutrophil-activating pepti-
de); RANTES, Régulé par l'Activation des lymphocytes T Normaux Exprimée et Sécrétée 
{regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted); TARC, Chimiokine régu-
lée et activée par le thymus {thymus and activation-regulated chemokine). 
Table tirée et adaptée de Smyth, S. S. et al. (2009) 
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aussi utilisée comme marqueur de l'activation puisqu'elle va fusionner à la membrane 
plasmique des plaquettes afin de promouvoir les interactions plaquettes-leucocytes suite à 
l'activation. 
1.3.2.3.2 Les granules denses 
Les granules denses de plaquettes humaines sont plus petites et moins nombreuses 
que les granules a et ont une morphologie très variable. Il y a en moyenne 4 à 8 granules 
denses par plaquette. Leur trait le plus caractéristique est leur intense opacité électronique 
sphérique, mais qui est séparé de la membrane externe par un espace vide. Les granules 
denses sont riches en nucléotides (ATP, ADP, GTP et GDP), sérotonine, calcium, pyro-
phosphate et magnésium (Table 2) (Smyth et al., 2009). 
1.3.3 Le cytosquelette plaquettaire 
Le cytosquelette joue un rôle majeur dans la fonction plaquettaire. Dans les plaquettes, plus 
de 100 protéines du cytosquelette ou associées au cytosquelette ont été identifiées (Bearer 
et al., 2002). Sa responsabilité primaire est de réguler la forme de la plaquette en fournis-
sant un échafaudage qui dicte le contour de la membrane et en second lieu, de lier et 
d'activer les molécules de signalisation. Dans les plaquettes, il est principalement composé 
de filaments d'actine, de quelques filaments intermédiaires, et d'un anneau périphérique de 
microtubules. L'actine est d'ailleurs la protéine plaquettaire la plus abondante constituant 
entre 20-30% du contenu protéique total d'une plaquette (Harris and Weeds, 1978). Elle est 
retrouvée sous deux formes : à l'état de monomère globulaire (G-actine) ou de filaments (F-
actine). Les filaments d'actine sont soit courts pour tapisser la face interne de la bicouche 
lipidique afin de lier la portion cytosolique des GP ou soit longs pour traverser le cytoplas-
me. De nombreuses protéines se lient aux filaments cytoplasmiques d'actine: myosine, vin-
culine, alpha-actinine, gelsoline, tropomyosine, actin-binding-protein. La forme de l'actine, 
de même que du reste du cytosquelette et des partenaires associés varient selon l'état de la 
plaquette, quiescente ou activée (Fox, 2001). 
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Dans les plaquettes quiescentes, le cytosquelette sert principalement de système de 
montants et poutres moléculaire pour définir la forme discoïdes et maintenir l'intégrité cel-
lulaire suite au stress et à la pression générés par le flux sanguin. Il est essentiellement 
composé de polymères d'actine et tubuline, deux structures dynamiques et polarisées, et de 
leurs protéines associées (Fox, 1993). La tubuline forme un anneau de microtubule sub-
membranaire unique d'approximativement 10 jim de long enroulé 8 à 12 fois (Kenney et 
al., 1988). Alors que 30 à 40% de Tacrine se retrouve sous la forme filamenteuse et forme 
un réseau de filaments qui s'interconnecte à travers le cytoplasme (Fox, 1993). 
1.3.4 Fonctions physiologiques 
Les plaquettes circulent dans le sang sous forme quiescente. Dans cet état elles sont, d'une 
certaine façon, en période de latence et leurs activités sont minimales, tant au niveau méta-
bolique que physiologique. Toutefois, tout l'intérêt des plaquettes réside dans leur potentiel 
d'activation qui les conduit alors à exercer de nombreuses fonctions notamment dans le 
processus de l'hémostase, mais aussi dans les réactions inflammatoires, au niveau immuno-
logique, dans les cancers et la thrombose. 
L'hémostase représente l'ensemble des étapes qui contribuent à la prévention et à 
l'arrêt des saignements hémorragiques dans le système vasculaire suite à une lésion, le 
maintien de la fluidité du sang et des propriétés des vaisseaux. Elle comprend trois étapes 
successives et reliées. D'abord, il y a l'hémostase primaire qui permet la constriction du 
vaisseau lésé et la formation d'un clou plaquettaire pour obstruer la brèche. Ensuite, le pro-
cessus de coagulation permet la formation d'un caillot de fibrine qui renforce le clou pla-
quettaire. Finalement, la fibrinolyse dissout le caillot afin de rétablir une circulation san-
guine normale. 
L'étape de l'hémostase primaire relie les plaquettes entre elles par le fibrinogène 
pour générer un agrégat qui mène à la formation d'un thrombus. Les plaquettes doivent 
subir des transformations physiologiques afin d'accomplir leur fonctions dans l'hémostase : 
l'adhésion, le changement de forme, la sécrétion et l'agrégation. 
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1.3.4.1 L'endothélium vasculaire : contrôle la réactivité plaquettaire 
Normalement, les plaquettes circulent dans le sang dans un état non-activé. Cette 
inactivation est maintenue entre autres par l'endothélium vasculaire qui libère dans la 
circulation des agents vasodilatateurs tel que le monoxyde d'azote et la prostacycline 
(PGI2). Ces composés inhibent l'activation plaquettaire en augmentant respectivement les 
taux intracellulaires de guanosine 3'5'-monophosphate cyclique (GMPc) et d'adénosine 
3'5'-monophosphate cyclique (AMPc). Il s'ensuit une activation des protéines kinases G et 
A (PKG et PKA) et la phosphorylation de leurs cibles. Le GMPc réduit le taux de calcium 
disponible et inhibe l'activité de la thromboxane synthase (Freedman and Loscalzo, 2003). 
Alors que l'augmentation de l'AMPc, qui peut aussi être produite par des agents pharmaco-
logiques (forskoline) ou d'autres prostaglandins (PGEi, PGD2), peut non seulement inhi-
ber mais aussi renverser le processus d'agrégation (Moncada et al., 1976). De plus, les cel-
lules endothéliales expriment une enzyme, l'ecto-adenosine diphosphatase, qui limite la 
biodisponibilité en nucléotides pro-agrégants, l'ADP et l'ATP (Davi and Patrono, 2007). 
Lors d'une lésion vasculaire, il y a donc rupture de la balance hémostatique suite à 
un déséquilibre entre les agents anti-thrombogènes libérés par l'endothélium et les pro-
thrombogènes libérés par les plaquettes. 
1.3.4.2 L'adhésion 
Lors d'une lésion vasculaire, le tissu sous-endothélial est mis à nu et expose notamment des 
protéines adhésives dont le Facteur de von Willebrand (vWF) et le collagène. L'adhésion 
des plaquettes est permise par différents récepteurs exprimés à la surface plaquettaire par 
l'intermédiaire de complexes de glycoprotéines (GP) (GPIb-V-IX et GPVI). La stimulation 
de ses récepteurs active la voie de signalisation de la phospholipase Cy (PLCy) qui hydroly-
se la phosphatidyl-inositol 4,5-bisphosphate (PIP2) membranaire en diacylglycérol (DAG) 
et inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3). Le DAG reste à la membrane tandis que FIP3 la quitte 
pour activer ses récepteurs (IP3-R) à la membrane du système tubulaire dense promouvant 
la relâche de calcium dans le cytoplasme (Offermanns et al., 1997). 
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1.3.4.3 L 'activation conduit à un changement de forme 
Une fois l'adhésion consolidée et stabilisée, elle conduit à 1'activation des plaquettes qui se 
traduit par des changements morphologiques, la synthèse de TxA2,1'activation du récepteur 
otiib|33 et la libération du contenu des granules de sécrétion a et denses. La synthèse de TxA2 
et la relâche d'ADP auto-amplifie l'activation de manière à permettre aux plaquettes ainsi 
accumulées et activées au site de lésion de s'agréger. Le changement de forme représente la 
première réponse observée. Il peut être induit par de faibles concentrations de différents 
agonistes sans qu'il y ait sécrétion ou agrégation. Ainsi, les plaquettes passent d'une forme 
discoïde à une forme sphérique avec émission de filopodes ou de lamellipodes via des mo-
difications de leur cytosquelette. Ceci entraîne une augmentation de la surface par exvagi-
nation du système canaliculaire (White and Clawson, 1980). En présence d'un activateur 
fort, ces modifications s'accompagnent de la libération du contenu des granules de sécré-
tion renfermant des agonistes de l'agrégation plaquettaire. 
L'activation se traduit au niveau du cytosquelette par une rapide polymérisation de 
l'actine et une importante réorganisation conduisant à un changement de forme. Le taux de 
F-actine augmente à environ 60-70% de l'actine totale et de nombreuses protéines vont s'y 
associer, passant de la fraction membranaire ou soluble à la fraction du cytosquelette cen-
tral (Fox, 1993). L'équipe de Gevaert a identifié 27 protéines qui se déplacent vers la frac-
tion du cytosquelette central de manière à soit moduler les propriétés des réseaux d'actine 
ou de les utiliser comme échafaudage pour trouver leur localisation adéquate ou activité 
dans la cellule (Gevaert et al., 2000). Cette association est souvent engendrée suite à une 
phosphorylation par des sérines/thréonines et tyrosines kinases (Fox, 1993). Le changement 
précis varie dépendamment du stimulus impliqué, reflétant probablement les différents 
changements requis de la plaquette (Fox, 2001). La réorganisation du cytosquelette peut 
être divisée selon celle qui se produit d'une manière agrégation-indépendante (activation 
sur une surface) et celle qui se produit dans les plaquettes agrégées (interaction plaquette-
plaquette). Cette dernière se produit davantage en suspension. Suivant l'activation sur une 
surface, le changement de forme de la plaquette suit une séquence temporale reproductible 
(Fox et al., 1987). Le premier événement observable est la perte de la forme discoïde pour 
une forme ronde. Conjointement, l'anneau contractile commence à se séparer du squelette 
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membranaire et de fins filaments appelés des fîlopodes naissent de la périphérie cellulaire. 
La plaquette commence alors à adhérer et des lamellipodes s'étalent pendant que des fila-
ments d'actine s'unissent intérieurement pour former des fibres de stress (plaque 
d'adhésion). L'anneau contractile coince alors les granules et organelles au centre, facilitant 
l'expulsion du contenu granulaire et ultimement, il y a contraction de la cellule entière afin 
de circonscrire le caillot dans une complexe structure adhérente étroite (Bearer, 1995) 
1.3.4.4 La sécrétion 
La fusion des granules à la membrane est apprêtée par le changement de forme et permet 
d'augmenter l'intensité du signal d'activation et d'agrégation des plaquettes. La sécrétion 
des métabolites des granules dense permet d'augmenter le mécanisme d'amplification 
(Ca++, ADP, 5-hydroxytryptamine) alors que celle des granules a, participe au processus 
d'agrégation (fibrinogène, facteur V). La sécrétion du contenu des granules induit une bou-
cle d'amplification de l'activation plaquettaire avec notamment la libération d'ADP et la 
production de TxA2. 
1.3.4.5 L'agrégation 
L'agrégation n'est pas une conséquence de la sécrétion. En effet, une agrégation réversible 
peut être observée en présence de faibles concentrations d'agonistes qui n'induisent pas la 
relâche des granules. Par contre, une forte concentration d'un agoniste déclenche 
l'agrégation irréversible qui repose sur la libération du contenu granulaire. Le principal 
médiateur de l'agrégation est l'intégrine <xnbP3, un hétérodimère transmembranaire qui lie 
le fibrinogène une fois activé. Son activation est essentielle pour permettre les interactions 
plaquette-plaquette et la formation d'un thrombus. La liaison de l'intégrine aubp3 au fibri-
nogène engendre un signal de l'extérieur vers l'intérieur participant à la dégranulation pla-
quettaire (OfFermanns, 2006). 
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Numéro des protéines identifiées Numéro des protéines identifiées 
1. Myosin heavy chain, non-muscle 15. Fibrinogen a-chain 
2. Filamin 16. Fibrinogen b-chain 
3. Myosin heavy chain, non-muscle 17. Fibrinogen g-chain 
4. Myosin heavy chain, non-muscle 18. Arp-3 
5. Vinculin 19. Tropomyosins 
6. a-Actinin 20. CapZ-a 
7. Gelsolin 21. C-terminal LIM-domain protein 
8. Hsp 90-a 22. Arc-34 
9. Caldesmon 23. SM22-a homologue (calponin family) 
10.78 kDa glucose regulated pro- 24. SM22-a homologue (calponin family) 
tein 25. Myosin regulatory light chain 
ll.Cortactin 26. Myosin regulatory light chain 
12.Heat shock cognate 71 kDa 27. Cofilin 
13.BSA 
14.Fibrinogen a-chain 
Table 3. Protéines se déplaçant dans la fraction du cytosquelette dans les plaquet 
tes activées 
Table tirée de Geveart K et al. (2000) 
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1.3.4.6 Les voies de signalisation 
La liaison des agonistes plaquettaires à leurs récepteurs membranaires conduisent à diver-
ses voies de signalisations intracellulaires. Différents agonistes peuvent participer à 
1' activation des plaquettes. Différents agonistes peuvent participer à 1'activation des pla-
quettes. Les agonistes physiologiques sont généralement les plus connus comme la throm-
bine, l'ADP, la TxA2 et le collagène. Il y a aussi des molécules comme les immunoglobu-
lines G, des activateurs synthétiques comme le TRAP (thrombin receptor agonist peptide), 
mais aussi les turbulences du flux sanguin peuvent agir comme des stimuli mécaniques. Le 
collagène peut se lier à plusieurs récepteurs comme les GP (GPla-IIa, GPIV et GPV1). 
L'ADP se fixe sur des récepteurs purinergiques de la famille P2 (Gachet, 2008), la throm-
bine sur les récepteurs PAR (Récepteur activé par des protéases), qui sont activés par pro-
téolyse irréversible, et la TxA2 sur les récepteurs TP (Thromboxane Prostanoide). Entre 
autres, les récepteurs de l'ADP, la thrombine et la TxA2 appartiennent à la famille des ré-
cepteurs à sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G. L'activation des pla-
quettes est donc plurifactorielle avec des agonistes de nature diverse responsables d'une 
hyperréactivité cellulaire (Metzelaar et al., 1993). 
Les voies de signalisations intracellulaires sont particulièrement complexes et à 
l'origine de la transduction des messages activateurs ou inhibiteurs responsables de la ré-
ponse plaquettaire. Les protéines G sont des GTPases hétérotrimériques constituées de trois 
sous-unités : a, P et y. La sous-unité a détient l'activité catalytique, alors que la P et y for-
me un complexe servant de messager intracellulaire. Les protéines G transduisent le signal 
reçu par le récepteur vers un effecteur intracellulaire qui sera soit stimulé soit inhibé en 
fonction du type de protéine G impliquée. Trois voies de signalisation majeures jouent un 
rôle central dans l'activation des plaquettes (Figure 7) (Jennings, 2009). 
Premièrement, il y a la voie des phospholipides inositols. La sous-unité Gaq active 
la phospholipase Cp (PLCP) présente dans les plaquettes. La PLCp clive la PIP2 en IP3 et 
DAG, deux seconds messagers. L'IP3 augmente la concentration cytoplasmique en Ca2+ en 
libérant le calcium du système tubulaire dense. Le Ca2+ est indispensable à toutes les étapes 
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5-HT 
Figure 7. Mécanisme de signalisation intra-plaquettaire 
5-HT = 5-hydroxytryptamine; AC = Adénylate cyclase; ADP = Adénosine diphosphate; 
cAMP = Adénosine-3 ',5'-monophosphate cyclique; ATP = Adénosine triphosphate; DAG 
= Diacylglycerol; Gq, Gi, G12/13 = Protéine G hétérotrimérique; GDP = Guanosine di-
phosphate; GP = Glycoprotéine; GTP = Guanosine triphosphate; IP3 = inositol-1,4,5-
trisphosphate; LAT = linker for activation of T cells', PAR = Récepteur activé par les pro-
téases; PI-3-K = phosphoinositide 3-kinase4, PIP2 = Phosphatidyl-inositol 4,5-bisphosphate; 
PIP3 = phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate; PKC = Protéine kinase C; PLC = Phos-
pholipase C; Rho-GEF = Rho-specific guanine nucleotide exchange factor, TP = throm-
boxane prostanoide; TxA2 = Thromboxane A2; vWF = Facteur von Willebrand. 
Figure tirée de Jennings, L.K. (2009) 
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de l'activation, entre autres en activant la phospholipase A2 (PLA2). Alors que le DAG 
active la protéine kinase C (PKC) conduisant à des phosphorylations protéiques sur des 
résidus sérine et thréonine (OfFermanns et al., 1997).. 
Une seconde voie implique PAA. L'activation de la PLA2 permet la catalyse de la 
réaction d'hydrolyse des lipides membranaires qui conduit à la formation d'acides gras, 
dont l'AA. Cette dernière est ensuite transformée en différentes prostaglandins par la cy-
clo-oxygénase et en TXA2 par la thromboxane synthétase. La formation de la TXA2 est par-
ticulièrement importante, puisqu'elle permet de passer de la réponse plaquettaire réversible 
à irréversible. 
Une troisième voie résulte de l'activité de tyrosines kinases responsables de la 
phosphorylation de divers substrats protéiques, dont la phosphorylation et l'activation de la 
phospholipase Cy. 
L'activation des phospholipases PLA2 et PLC, peut être empêchée par une augmen-
tation de l'AMPc qui inhibe l'activation plaquettaire en diminuant la concentration cytoso-
lique par transport actif du calcium dans le système tubulaire dense. L'AMPc est produite 
par l'adénylate-cyclase (AC). Cette dernière est activée par les sous-unités Gas et est inhi-
bée par celle Gai (Gilman, 1984). L'AC peut être activée directement par des agents phar-
macologiques comme la forskoline ou via les protéines Gas par plusieurs prostaglandins 
(PGD2, PGE, et prostacyclin). Globalement, l'activation plaquettaire conduit à une aug-
mentation du Ca2+ intracellulaire qui active un certain nombre de protéines kinases (PKC, 
PI3-kinase) et des phospholipases (PLC et PLA2) et diminue le taux d'AMPc. Aussi, le 
processus d'activation déclenche l'une des voies les plus importantes, celle de la libération 
de l'AA des phospholipides membranaires, qui sont la source d'un agoniste très puissant de 
l'agrégation, la TxA2. 
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1.3.4.7 Étudier les plaquettes 
En laboratoire, 1'activation plaquettaire peut être suivie en temps réel par un test 
d'agrégation dans un agrégomètre. Cette technique turbidimétrique permet de mesurer le 
degré d'agrégation induit par un activateur selon le changement conformationnel des pla-
quettes activées (Born, 1962). Afin de performer le test d'agrégation in vitro, le sang est 
prélevé dans des tubes contenant un anticoagulant sodium citrate. Cet anticoagulant est 
privilégié puisqu'il permet de diminuer la concentration de calcium ionisé, par précipitation 
sous forme d'oxalate de calcium, assez pour prévenir la coagulation, mais pas assez pour 
inhiber appréciablement l'agrégation des plaquettes (Zucker and Nachmias, 1985). Le sang 
est ensuite centrifugé à deux reprises de manière à obtenir du plasma riche en plaquette 
(PRP) d'abord et du plasma pauvre en plaquette (PPP) ensuite. La transmittance de la lu-
mière du PRP non activé représente 0% d'agrégation plaquettaire, alors que le PPP repré-
sente 100% d'agrégation. L'ajout d'un agent agrégeant dans le PRP augmente la transmit-
tance mesurée et un pourcentage d'agrégation est calculé par comparaison du PRP et du 
PPP (Storey and Heptinstall, 1999; Peerschke, 2002). Cet outil de mesure est d'ailleurs va-
lidé pour évaluer la fonction plaquettaire en clinique. 
Toutefois, en ce qui concerne les études sur la compréhension de la fonction pla-
quettaire, il peut être davantage pertinent et judicieux d'étudier les plaquettes à l'extérieur 
du plasma. En effet, la composition du plasma peut varier d'un individu à l'autre et puis-
qu'il contient plus de 300 protéines, dont certaines sont particulièrement abondantes com-
me l'albumine, elles peuvent influencées les études protéiques de plaquettes (Anderson and 
Hunter, 2006). La plupart des études sur les plaquettes utilisent donc des plaquettes lavées, 
c'est-à-dire qui ont été sédimentées et resuspendues dans un tampon physiologique à pH 
7.4. Les plaquettes étant très réactives, elles sont souvent traitées avec un inhibiteur. 
L'aspirine inhibe irréversiblement la cyclo-oxygénase, bloquant ainsi le phénomène 
d'amplification induite par le TxA2. Alors que la PGE1 est souvent privilégiée puisqu'elle 
inhibe de façon réversible l'activation par augmentation de l'AMPc. 
44 
13.5 Un métabolisme de l'ARN dans les plaquettes 
Bien que la découverte des plaquettes sanguines par Bizzozero remonte à la fin du 19e siè-
cle, ce n'est qu'en 1966 qu'est envisagée la possibilité de synthèse protéique dans les pla-
quettes (Bizzozero, 1881; Bizzozero, 1882). En effet, l'équipe d'Andrew Warshaw a dé-
montré que les plaquettes pouvaient incorporer du 14C-leucine puisqu'elles oxydent le glu-
cose, mais que cette incorporation était diminuée lorsque de la puromycine était ajoutée, un 
inhibiteur de la synthèse protéique bloquant la traduction de l'ARNm (Warshaw et al., 
1966). L'année suivante, deux articles d'importance majeure ont été publiés par Francois 
Booyse et Max Rafelson Jr., démontrant qu'il y avait incorporation d'acides aminés radio-
marqués dans des protéines de plaquettes (Booyse and Rafelson, 1967a; Booyse and Rafel-
son, 1967b). De part leurs études, ils en ont aussi conclu que les plaquettes pouvaient utili-
ser des transcrits stables d'ARNm pour synthétiser des protéines et que la stabilité des 
ARNm dirigeant la synthèse protéique pouvait déterminer la durée de vie des plaquettes 
(Booyse and Rafelson, 1967b). Au cours des cinq années suivantes, plusieurs études ont 
investigué la synthèse protéique dans les plaquettes ( pour revue, voir Weyrich et al., 2009). 
Ces études ont entre autres portées sur la présence de constituants nécessaire à la synthèse 
protéique, dont les ribosomes; la relation entre l'âge et le pouvoir synthétique; et 
l'identification de reticulums endoplasmiques rugueux et de ribosomes par analyses ultras-
tructurelles (Booyse and Rafelson, 1968; Karpatkin, 1969; Steiner, 1970a; Booyse et al., 
1971; Ts'ao, 1971). Dans les années 1970 et 1980, les recherches ont davantage porté à 
confirmer la source et la spécificité de la traduction par l'étude de différents types 
d'inhibiteurs classiques de la synthèse protéique (Agam et al., 1976b; Agam and Djaldetti, 
1977; Soslau and Rybicki, 1982; Shaw et al., 1984; Bruce and Kerry, 1987). En 1987, Kief-
fer et collaborateurs ont réussi à identifier certaines protéines synthétisées (GPIb, anbf33, 
fibrinogène, thrombospondine, albumine, vWF, quelques protéines motrices, HLA et le 
facteur de coagulation XlIIa) par l'utilisation d'une méthode comparant des gels colorés 
(Kieffer et al., 1987). L'année suivante, au moyen de la réaction de polymérase en chaîne 
(PCR), l'équipe de Newman ont fournit la preuve définitive illustrant que les plaquettes 
contiennent de l'ARNm (Newman et al., 1988). 
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La capacité des plaquettes de pourvoir traduire l'ARNm en protéines à longtemps 
été débattue. Considérées comme un vestige du mégacary oc yte et étant donné leur courte 
vie, cette propriété ne paraissait pas concevable. De plus, certaines critiques se basent sur la 
contribution des contaminants leucocytaires, le niveau de synthèse et la production de pro-
téines résultant des mitochondries. Des travaux ont montré que les plaquettes pouvaient non 
seulement transcrire, mais aussi synthétiser de l'ARN, lesquelles se produisent vraisembla-
blement dans les mitochondries (Schneider et al., 1972; Agam et al., 1976a; Soslau, 1983). 
L'importance de la traduction lors de l'activation plaquettaire a été validée dans de récentes 
études. En effet, les plaquettes activées par un agoniste synthétisent de novo des protéines 
qui seraient entre autres impliquées dans la réponse inflammatoire dont BCL-3 et 
l'interleukine-ip (Weyrich et al., 1998; Lindemann et al., 2001a). De plus, les plaquettes 
renfermeraient des éléments du spliceosome et de l'ARNm immature qui serait soumis à un 
épissage après activation plaquettaire. La plaquette représenterait donc le premier modèle 
eucaryote d'épissage extranucléaire (Denis et al., 2005). Aussi, l'équipe de Provost a ré-
cemment montré l'existence de miARN dans les plaquettes, des éléments régulateurs de 
l'expression des gènes (Landry et al., 2009). L'ensemble de ces résultats proposent que les 
plaquettes sanguines contrôlent elles-mêmes le métabolisme de leurs ARN. Étant donné la 
complexité, la stabilité et l'abondance des ARNm (environ 4000 à 6000 transcrits), il est 
possible d'envisager qu'ils jouent un rôle important dans la fonction biologique plaquettaire 
(Bugert et al., 2003; Gnatenko et al., 2003; Macaulay et al., 2004; Macaulay et al., 2005; 
McRedmond et al., 2004). 
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2. JUSTIFICATION DE L'ÉTUDE 
Chez les individus normaux, FMRP est exprimée dans le cytoplasme de façon presque ubi-
quitaire, à l'exception des tissus musculaires. Différentes études ont montré au moyen de 
fractionnement subcellulaire de cultures cellulaires et de divers tissus, y compris le cerveau, 
qu'elle est associée à l'ARNm dans les polysomes sédimentant entre 150-500S. 
L'implication de FMRP dans le métabolisme de l'ARN est largement documentée, toute-
fois, sa fonction précise demeure obscure. Plusieurs rôles ont été proposés pour FMRP, 
entre autres, de répresseur de la traduction, de transporteur d'ARN et d'intervenant dans la 
voie des micros ARN. L'importance relative de chacune des fonctions décrites reste néan-
moins à être vérifiée. Différents modèles ont été utilisés dans l'étude de la fonction de 
FMRP. Toutefois, l'étude de FMRP dans certains de ces modèles demeure complexe. Nous 
pensons qu'étudier FMRP dans un modèle biologique humain simple permettrait de mieux 
comprendre les contributions de FMRP à chacune des fonctions considérées. 
Dans la perspective de trouver un nouveau modèle d'étude afin de mieux com-
prendre les fonctions de FMRP dans le métabolisme de l'ARN, les plaquettes sanguines se 
sont avérées une avenue prometteuse. Bien que la présence de FMRP ait été répertoriée 
dans certaines cellules sanguines, soit dans des lymphocytes (Sun et al., 2001; Weng et al., 
2008), sa présence dans les plaquettes n'a jamais été investiguée. Possiblement parce que la 
synthèse protéique y est considérée comme très faible. Néanmoins, les plaquettes possèdent 
un réel métabolisme de l'ARN qui a la particularité de pouvoir être induit. De plus, les pla-
quettes représentent un modèle d'étude intéressant de part leur facilité d'accès, leur simpli-
cité, et leur caractère humain. Notre hypothèse est que le faible taux de synthèse protéique 
dans les plaquettes sanguines nous permettra de démasquer une nouvelle fonction pour 
FMRP. Tenant compte de son caractère ubiquitaire, nous pensons que cette fonction existe-
rait également au niveau des neurones et pourrait nous aider à comprendre pourquoi son 
absence entraîne des troubles cognitifs tels que le retard mental chez les individus atteints 
du syndrome du X fragile. 
47 
2.1 OBJECTIF DE RECHERCHE 
Des résultats préliminaires obtenus dans le laboratoire montrent que FMRP est détectable 
dans les plaquettes sanguines. L'objectif de ce projet est d'étudier la distribution subcellu-
laire de FMRP dans les plaquettes sanguines humaines quiescentes et activées, en utilisant 
des approches biochimiques et biophysiques. 
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3. CHAPITRE 1 
3.1 AVANT-PROPOS DE L'ARTICLE 
Biochemical evidence that FMRP is not constitutively associated with heavy particles 
in human platelets 
Véronique Lauzière, Mandy Lessard, Alexandre J. Meunier, Marie McCoy, Lucien Junior 
Bergeron and Francois Corbin* 
Statut de l'article: soumis le 13 septembre 2010 pour Human Molecular Genetic et n'a pas 
été accepté. 
Contribution des auteurs: J'ai personnellement participé à l'élaboration de toutes les expé-
riences et réalisées 75 % d'entre elles. J'ai aussi écrit la première version du manuscrit. 
Mandy Lessard a réalisé certaines expériences de bombes à l'azote, Alexandre Meunier a 
réalisé l'expérience sur le patient X fragile et a participé à la révision du manuscrit, Marie 
McCoy a participé à la réalisation de figures en immunofluorescence, Lucien Junior Berge-
ron a contribué à l'élaboration et la critique de quelques expériences et François Corbin a 
contribué à l'élaboration et la critique de toutes les expériences et a aussi fournit le support 
matériel pour réaliser celles-ci. L'article fut principalement critiqué et révisé par François 
Corbin et Lucien Junior Bergeron. 
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3.2 RESUME EN FRANÇAIS 
Biochemical evidence that FMRP is not constitutively associated with heavy particles 
in human platelets 
Le syndrome du X fragile est caractérisé par l'absence de la fragile X mental retardation 
protein (FMRP). FMRP est une protéine de liaison à l'ARN qui a été montré pour être as-
sociée aux polysomes dans chacun des modèles cellulaires étudiés jusqu'à maintenant, sug-
gérant qu'elle joue un rôle dans la régulation de la traduction. Plusieurs autres fonctions ont 
été attribuées à FMRP suite à des études dans différents types cellulaires ou tissus. Des in-
dices supplémentaires concernant les contributions de chacune des fonctions suggérées 
pour FMRP pourraient être fournis en découvrant de nouvelles observations dans des sys-
tèmes biologiques humains simples. Ici, nous rapportons pour la première fois, la présence 
de FMRP dans les plaquettes sanguines humaines, une cellule où l'activité de traduction est 
minimale. Nos données ont prouvé que les niveaux de l'expression de FMRP étaient sem-
blables à la protéine de liaison à l'ARNm PABP1 et des études d'immunofluorescence ont 
indiqué que FMRP colocalise avec celle-ci. En outre, nous fournissons des preuves que 
FMRP n'est pas constitutivement associée aux particules lourdes, telles que les polysomes. 
D'ailleurs, l'analyse du fractionnement de gradient de sucrose a indiqué un coefficient de 
sédimentation inférieur à 10S, qui contraste avec les valeurs de 150S à 500S rapportées 
dans d'autres types de cellules. En résumé, cet article met en évidence les plaquettes san-
guines comme système limité de synthèse protéique où FMRP n'est pas constitutivement 
associé aux polysomes tout en étant impliqué dans quelques étapes de transformation de 
l'ARN. Étant donné qu'il est facile d'obtenir des plaquettes comme matériel homogène avec 
une grande pureté et puisque ces cellules anucléées répondent à divers stimuli, nos résultats 
suggèrent que les plaquettes ouvrent de nouvelles avenues pour étudier la fonction de 
FMRP dans un modèle humain naturel. 
3.2.1 Abstract 
The absence of the fragile X mental retardation protein (FMRP) characterizes the fragile X 
syndrome. FMRP is a RNA-binding protein that has been shown to be associated with po-
lyribosomes in each cell types studied so far, suggesting a role as a regulator of translation. 
Many other functions revealed from studies of various cells or tissues have been reported. 
Additional clues regarding the contributions of each of the suggested functions of FMRP 
would be provided by uncovering novel observations in simple human biological systems. 
Here, we report for the first time, the presence of FMRP in human platelets, a cell where 
translational activity is minimal. Our data showed that the levels of expression of FMRP 
were similar to the mRNA-binding protein PABP1 and immunofluorescence studies re-
vealed that FMRP colocalized with it. In addition, we provide evidence that FMRP is not 
constitutively associated with heavy particles, such as polyribosomes. Moreover, analysis 
from sucrose gradient fractionation revealed a coefficient of sedimentation less than 10S 
which contrasts with values of 150S to 500S reported in other cell types. In summary, this 
report brings to light the blood platelets as a limited protein synthesis system where FMRP 
is not constitutively associated with polyribosomes while being involved in some RNA 
processing steps. Since platelets are easy to obtain as a homogeneous material with high 
purity and since these anucleated cells respond to various stimuli, our findings suggest that 
this simple biological system can open new avenues for a unique human system to study 
FMRP function. 
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3.2.2 Introduction 
The fragile X syndrome is the most common form of inherited mental retardation. Clinical 
manifestations of the syndrome include intellectual disability, craniofacial anomalies and 
macroorchidism (1). The disease is caused by CGG repeats expansion and the methylation 
of the fragile X mental retardation 1 (FMR1) gene (Xq 27.3), resulting in its transcriptional 
silencing and therefore the absence of the encoded protein, fragile X mental retardation 
protein (FMRP) (2). FMRP is expressed in almost every mammal tissue and is enriched in 
the brain and testes (3). The primary sequence of FMRP reveals the presence of RNA-
binding domains which have affinities for specific RNA motives: 2 KH domains for the 
kissing complex and an RGG box for the G-quartet (4, 5). FMRP is a member of the fragile 
X-related (FXR) family along with FXR1P and FXR2P, which all share the same function-
al domains (6). 
FMRP is a cytoplasmic protein (7) and many reports have shown by means of subcellular 
fractionation of cell cultures and various tissues, including the brain, that the vast majority 
of FMRP sediments with polyribosomes of 150 to 500S (8-11). Further analyses have sug-
gested that FMRP may be a negative (12) or positive (13) regulator of translation. Addi-
tional functions of FMRP in RNA maturation steps have been proposed over the years, 
namely nucleocytoplasmic shuttling (9) and RNA degradation in the microRNA pathway 
(14). More clues regarding the detailed contributions of each of the suggested functions of 
FMRP would be provided by uncovering novel observations in simple human biological 
systems. 
Platelets are small anucleated blood cells with minimal protein synthesis activity (15). RNA 
metabolism has usually been thought to be irrelevant in these cell fragments, largely based 
on the facts of the absence of a nucleus, their short lifespan (14 days) and their dedicated 
role in primary haemostasis. However, recent data supporting pre-mRNA splicing in plate-
lets (16) as well as the presence of microRNA elements (17) suggest that RNA metabolism 
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in these cell fragments is much more complex than previously thought. Consequently, 
RNA-binding proteins may play a hitherto unknown role in platelet physiology. 
In this paper, we report the unexpected presence of FMRP in blood platelets. Moreover and 
contrary to other cell types, FMRP was not constitutively recovered amongst the polyribo-
somes suggesting that it might be involved in a RNA process other than translation. Since 
these cells can be obtained in high purity and without significant corporal injury to the do-
nor, we suggest that platelets may be a novel simplified human system to study the biologi-
cal function of FMRP. 
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3.23 Results 
FMRP is present within human platelets. 
FMRP has been reported to be expressed in almost all human and rodent tissues, particular-
ly in the brain and testes (3). However, the presence of FMRP in platelets has not been re-
ported as yet. In order to determine whether FMRP is detectable in these cells, total protein 
extracts from human washed platelets were prepared and analyzed by immunoblotting. Re-
sults showed that a monoclonal antibody directed against FMRP (mAb 1C3) detected the 
presence of a tight major protein doublet of 80 kDa, and few minor bands at lower molecu-
lar masses of 70 to 78 kDa (Fig. 1 A, Control). Similar patterns have been reported in the 
case of most human cells or tissues (3, 18). We then confirmed that these bands corres-
ponded to FMRP by preparing a whole platelet extract from a fragile X male. As expected, 
results of immunoblotting showed the absence of any proteins detectable with mAb 1C3 
(Fig. 1A, FX). These results were consistent with the interpretation of the specificity of the 
mAb 1C3 and the fact that FMRP was present in blood platelets from healthy humans. 
FMRP expression levels in human platelets are closely related to other mRNA-binding 
proteins. 
FMRP is a RNA-binding protein that has been shown to be associated with mRNA within 
polyribosomes (8, 19). Since RNA metabolism in platelets is different due to the absence of 
a nucleus and a low level of translation, we compared its steady-state levels to other pro-
teins involved in RNA metabolism from two different human cell types expressing FMRP: 
HeLa and lymphocytes (8, 20). Whole cell extracts were prepared and sized by SDS-
PAGE. The amounts of loaded proteins were adjusted to obtain similar signal intensities for 
FMRP by western blot. Results showed that similar levels of expression for all these cell 
types were found in the case of FXR2P and poly-A binding protein 1 (PABP1) although 
these cells have a very distinct origin and metabolism (Fig. IB). However, the steady-state 
level of FXR1P was higher in HeLa cells than in lymphocytes and platelets. 
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Figure 1. FMRP is present in platelets at levels comparable to those of the RNA-
binding proteins PABP1 and FXR2P. (A) Whole platelet extracts (corresponding to 5 x 
107 platelets) from a healthy individual (Control) and a male patient with the fragile X (FX) 
syndrome were sized on 7.5 % polyacrylamide SDS-PAGE and western blot analysis were 
performed using an anti-FMRP and an anti-tubulin antibody as a loading control. (B) Total 
extracts from 13 500 HeLa cells, 2.9 x 107 washed platelets and 4.2 x 105 lymphocytes were 
loaded on a 7.5% polyacrylamide SDS-PAGE gel in order to obtain the same intensities of 
fluorescence signal by western blot using mAb 1C3 as an anti-FMRP primary antibody. 
The separated proteins were transferred to a nitrocellulose membrane that was sequentially 
blotted with antibodies directed against FXR1P, FXR2P, L7a (a ribosomal protein) and 
PABP1 (a protein directly involved in mRNA metabolism). The data are illustrative of re-
sults obtained in at least three independent sets of experiments. 
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Although protein synthesis activity is considerably lower in the terminally differen-
tiated lymphocytes, the level of expression of the ribosomal large subunit protein L7a was 
equivalent in HeLa cells and lymphocytes (Fig. IB). The ribosomal protein L7a was not 
detected in platelets for the same expression level of FMRP (Fig. IB) even though transla-
tional activity has been documented for years (21). Similar results were obtained using the 
ribosomal protein S6 (data not shown). Taken together, these results pointed out that the 
steady-state level of FMRP in platelets is more closely related to proteins involved in 
mRNA metabolism than proteins constitutively interacting with rRNA. 
FMRP colocalizes with PABPI, a protein involved in RNA metabolism. 
Immunofluorescence studies were performed to determine the subcellular localization of 
FMRP in platelets (Fig. 2). Following contact with a glass surface, the platelets that initially 
averaged 2- 4 jim spread and reach 4 to 8 times their initial size. Staining the spread plate-
lets with phalloidin- FITC (22) allowed visualization of the F-actin network as a star-
shaped fluorescent signal (Fig. 2, P-FITC, b, e, h and k). Immunofluorescence performed 
with the anti-FMRP antibody showed a cytoplasmic granular signal located at the center of 
the platelet (Fig. 2, a and c). Control experiments using platelets from a fragile X male re-
vealed an absence of a fluorescent signal (data not shown). Immunofluorescence experi-
ments were also performed using antibodies directed against PABPI, tubulin and alpha-
actinin. PABPI, a protein that interacts with poly(A) mRNA, gave a pattern of expression 
in platelets that was similar to that observed in the case of FMRP (Fig. 2, d and f). Microtu-
bules (tubulin) formed a ring around the center of the platelet with extensions radiating to-
ward the plasma membrane (Fig. 2, g). Alpha-actinin, an actin-binding protein (23) gave a 
fluorescent signal similar to that of phalloidin-FITC. In this instance, there was a star shape 
structure with clearly defined ends connected to an outer ring (Fig. 2, j). Colocalization of 
both proteins was also observed (Fig. 2,1, yellow fluorescence). Overall, these immunoflu-
orescence studies suggest that FMRP could be involved in RNA metabolism which may 
occur in the central part of the platelet. 
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Figure 2. FMRP colocalizes with PABP1 in the central region of platelets. Immunoflu-
orescence staining was performed on methanol/acetone fixed blood platelets using primary 
antibodies directed against FMRP, PABP1, tubulin or alpha-actinin. Cells were simulta-
neously stained with phalloidin-FITC to reveal the actin-based microfilaments. This figure 
represents proteins revealed with the relevant antibodies (Ab, in red), actin stained with 
phalloidin-FITC (P-FITC, in green) and a superimposition of the two sets of picture 
« 
(merge). The pictures are representative of the entire cell populations attached to the cover 
slip. The data are illustrative of results obtained in three independent sets of experiments. 
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FMRP is absent in the targe organelles of washed platelets. 
Several approaches were used to determine whether FMRP interacts with subcellular com-
ponents of platelets. Since they possess three kinds of granules (alpha, dense, and lysosom-
al), the nitrogen cavitation bombing method was used to disrupt purified platelets while 
preserving the integrity of these structures (24). Disrupted cells were then fractionated on a 
sucrose gradient (25). Integrity of the organelles was assessed by western blot analyses of 
the sucrose gradient fractions using an anti-Platelet Factor 4 (PF4) antibody. PF4 is a so-
luble component of the alpha-granules and should be found at the top of the gradient in the 
event of their disruption. Data showed that the PF4 protein was solely distributed in frac-
tions 6 and 7, thereby confirming the localization of the alpha-granules as well as their in-
tegrity (Fig. 2). The cytoskeletal protein alpha-actinin was distributed in the first two frac-
tions of the gradient, which correspond to the cytosolic fraction, as reported by Broekman 
et al. (25). FMRP and FXR2P were also detected in the upper fractions of the sucrose gra-
dient. These results suggest that, in purified platelets, FMRP and FXR2P are not associated 
with heavy organelles such as granules. These observations led us to use non-ionic deter-
gent-based lysis buffers in the next series of experiments to allow more efficient homogeni-
zation of platelets. 
FMRP is notfound in the polyribosome fraction of washed platelets. 
FMRP has been found to be associated with polyribosomes in nearly all normal tissues or 
cultured cells examined, based on centrifugations of extracts at 100 000 g for 60 min (8, 10, 
19). To further investigate the subcellular distribution of FMRP in washed platelets, we 
performed differential centrifugation of NIH 3T3 cell extracts, as a control (8) and platelet 
homogenates. Five crude fractions corresponding to the cytoskeleton (P2, 2400 g), post-
cytoskeleton (PI6, 16 000 g), ribosome (PI00, 100 000 g), post-ribosome (P237, 237 000 
g) and final supernatant (FS) were obtained (Fig. 3B). In the case of NIH 3T3 cells, the 
majority (>80%) of FMRP was detected in the ribosomal fraction (PI00) whereas negligi-
ble amounts were found in the nuclear and FS fractions (Fig. 3B, left panel), as previously 
reported (8). In the case of washed platelets, more than 95% of FMRP was recovered in the 
FS fraction (Fig. 3B, right panel). Similar results were obtained when a 100 mM KC1 buffer 
was used instead of a 150 mM NaCl buffer (data not shown). The same subcellular distri-
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Figure 3. FMRP is not associated with heavy particles in platelets. (A) Washed platelets 
were disrupted by the nitrogen cavitation procedure and cell constituents were separated on 
a continuous sucrose density gradient. Fourteen fractions were obtained and analyzed by 
western blotting for the presence of FMRP, FXR2P, PF4 (alpha-granules) and alpha-
actinin. The schematic representation of ultracentrifugal separation of platelet subcellular 
organelles distribution was based on the results of Broekman et al. (25). (B) NIH 3T3 cells 
and washed platelets were lysed by treatment with 1% NP-40. The lysates were centrifuged 
at different speeds to yield four pellets (P2, PI6, PI00 and P237) and a final supernatant 
(FS) (see Materials and Methods). The presence of FMRP and FXR2P in each fraction was 
revealed using the corresponding antibodies. (C) To determine the coefficient of sedimenta-
tion of FMRP, platelets homogenates were separated on a continuous sucrose gradient (10-
30%) at 247,000 g for 24 h. A total of 16 fractions were obtained which were tested for the 
presence of FMRP and FXR2P. Reference protein (BSA, 4.3S) was detected by Coomassie 
Blue coloration and RNA (5.8S) was detected with ethidium bromide (not shown) and run 
in parallel. The data are representative of at least three independent sets of experiments. 
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bution was observed in the case of PABP1 (supplementary material, Fig. SI). These results 
suggest that FMRP, under our experimental conditions, was not associated with the rare 
polyribosomes of platelets but remained in the cytosolic fraction. 
FMRP possesses a low coefficient of sedimentation. 
The coefficient of sedimentation of FMRP was determined following the ultracentrifuga-
tion of platelet extracts on a sucrose gradient (Fig. 3C). BSA (69 kDA, 4.3 S) (26) along 
with the total RNA extract from NIH 3T3 cells (5.8S) were used as markers (refer to arrows 
in Fig. 3C). Optimal distribution of FMRP was obtained in a 10-30% linear sucrose gra-
dient that was centrifuged for 24h at 247 000 g. FMRP was found predominantly in frac-
tions 9 and 10 corresponding to an approximate S value of 6 to 9S (Fig. 3C). This range of 
sedimentation coefficient values for FMRP in platelets is lower than what was reported in 
other cells or tissues of 150 to 500S (8-11)). A similar S value was obtained for FXR2P that 
was recovered in fractions 11-14 (Fig. 3C). These results are taken as additional evidence 
that FMRP and FXR2P are not constitutively associated with polyribosomes or large 
mRNP particles in platelets. 
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3.2.4 Discussion 
FMRP is not constitutively associated with heavy particles in human platelets. Several re-
ports have unequivocally shown that the nearly-ubiquitous FMRP is preponderantly asso-
ciated with mRNA within polyribosomes (8, 10). However, the precise role of FMRP in 
translation has not been thoroughly elucidated. In the present study, we report the unex-
pected presence of FMRP in platelets which are known to possess low levels of protein 
synthesis. We did not obtain evidence that FMRP is constitutively associated with polyri-
bosomes in these cells although considerable care was made to avoid the loss of FMRP 
interactions with platelets components. Three distinct protocols led us to this conclusion: 
nitrogen cavitation cell disruption, differential centrifugation and sucrose gradient centrifu-
gation (Fig. 3). The latter protocol suggested that FMRP in platelets has a sedimentation 
coefficient lower than 10S, thus contrasting the values of 150 to 500S previously reported 
in other tissues or cell cultures. We suggest that if FMRP is associated with other partners 
(complexed), these partners ought to be of low molecular masses. Polyribosomes are scanty 
in platelets (ribosomal proteins are not detected) and this may explain why FMRP does not 
constitutively associate with its missing partner (under our experimental conditions). Our 
results suggested that this association might not be essential to the function of FMRP, at 
least in platelets, and raised the question of the relative importance of this association in 
other cells or tissues as well. 
FMRP and RNA metabolism in blood platelets. Although platelets are anucleated, many 
RNA processes occur in these cells, namely RNA translation (21), RNA splicing (27) and 
some elements recently reported of the RISC complex (17). FMRP is a RNA-binding pro-
tein involved in RNA metabolism and our observations in platelets are compatible with this 
function. We found that the levels of FMRP expression were comparable to those of other 
mRNA binding proteins such as PABP1, and that FMRP colocalized with PABP1 at the 
center of platelets suggesting participation in some steps of RNA processing in this region. 
Weyrich et al. have presented evidence that some of these RNA activities occur in the cen-
tral area of platelets (27). Since FMRP has been shown to affect RNA translation and to 
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interact with some elements of the RISC pathway in different cell types, these functions 
may also be present in blood platelets. 
Platelets as a novel human model for the study of FMRP functions. Platelets are natural 
cells that can be recovered by venous puncture without significant injury to the donor. 
Moreover, these cells can be prepared rapidly, with a high degree of purity (~99.9%) and in 
large amounts. Taking into account its high specialization, the absence of nucleus while 
many RNA processes occur and the presence of several agonist-driven metabolic pathways, 
platelets represent a unique human system to study FMRP functions. The impact of the 
absence of FMRP in platelet metabolism could even be studied using blood from fragile X 
individuals. Moreover, considering the numerous similarities between synaptosomes and 
platelets including granule secretion, a complex cytoskeleton scaffold and the presence of 
common receptors, platelets are frequently used as a model in neuropharmacology, mental 
diseases and neurodegenerative disorders (e.g. 28-31). Therefore, the current and future 
findings in blood platelets may give clues to intellectual disability featured in the fragile X 
syndrome. 
To summarize, our data propose platelets as a simplified and promising biological system 
that could be of use to strengthen our comprehension of human FMRP functions. Although 
FMRP was not found to be associated with polyribosomes in this system, its subcellular 
location along with its quantities being similar to other RNA-binding proteins suggest that 
FMRP must also play an important role in RNA metabolism in platelets. Actually, many 
functions have been suggested for FMRP and remain to be elucidated in human platelets. 
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3.2.5 Materials and methods 
Cells lines and cultures 
NIH 3T3 and HeLa S3 cells were grown in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 
supplemented with 10% calf or fetal bovine serum and antibiotics (100 tig/ml of streptomy-
cin, and 100 IU/ml of penicillin). 
Isolation of platelet 
Healthy adult volunteers and a fragile X individual were recruited according to research 
protocols approved by the human ethics committee of our institution. Venous blood was 
collected into acid-citrate-dextrose solution A tubes and platelet-rich-plasma (PRP) was 
obtained by centrifugation at 350 g for 10 min at 22°C. Blood cells were counted with a 
Beckman Coulter counter. Platelets were then treated for 10 min at room temperature (RT) 
with 200 ng/mL PGEi (Sigma-Aldrich) then washed one time with a solution containing 10 
mM Tris-HCl pH 7.4,154 mM NaCl, 1 mM EGTA and 200 ng/mL PGEi. Finally, the cells 
were resuspended in a Tyrode modified buffer adjusted to pH 7.4 (32). 
Isolation of lymphocytes 
Lymphocytes were isolated using the Ficoll-Paque Plus procedure as recommended by the 
manufacturer (GE Healthcare) with minor modifications. Whole blood was centrifuged as 
described above. After removing the PRP, the same volume of a balanced salt solution was 
added to the remaining blood cells. The remaining cells were layered on a Ficoll-Paque 
mixture and centrifuged at 400 g for 40 min at RT. The upper layer containing plasma was 
discarded and lymphocytes were washed with the balanced salt solution and resuspended in 
PBS (pH 7.4). 
Immunofluorescence studies 
Washed platelets were resuspended in Hank's balanced salt solution (Wisent) and the sus-
pension was left for 30 minutes at RT. Platelets (3 x 10&) were allowed to spread on ethanol 
washed coverslips and were fixed with a methanol/acetone (3:7) solution for 30 min at -
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20°C. Fixed platelets were washed twice with PBS (pH 7.8) and permeabilized successive-
ly in PBS containing: 0.05% Tween-20 (washing buffer) for 15 min at RT, 1% saponin for 
25 min at 4°C, and 0.1% Triton X-100 for 10 min at 4°C. Coverslips were blocked with a 
mixture of 5% non-fat dry skimmed milk and 2% BSA in PBS. They were then blotted with 
2% BSA/PBS containing either anti-FMRP (clone 1C3, Chemicon), anti-PABPl (clone 
10E10, Sigma-Aldrich), anti-tubulin (Cell signalling) or anti-alpha-actinin (clone AT6.172, 
Chemicon). The coverslips were washed twice with 0.05% Tween-20/PBS and incubated 
for lh at RT with Alexafluor 647-labeled highly cross-adsorbed anti-mouse IgG antibodies 
in 2% BS A/PBS (1:200 dilution; Invitrogen). Platelets were washed and counterstained 
with 3 units of phalloidin-Alexa 488 (Invitrogen). The coverslips were mounted with Vec-
tashield (Vector Laboratories). Images were obtained using a Zeiss Axioplan imaging mi-
croscope equipped for epifluorescence illumination with a 60X oil-immersion objective and 
a JAIM4+ camera. Metafer 4 and Isis 2 softwares (MetaSystems) were used for analysis. 
Nitrogen cavitation bombing 
The procedure was conducted as previously reported with minor modifications (24). 
Washed platelets (5 x IO9) were exposed to 1200 PSI in a pressurized vessel for 5 min. The 
release of pressure resulted in cell disruption. Aliquots of 1 mL of lysate were separated 
using 10 mL linear sucrose gradient 30-60% (w/w) mad up in 50 mM Tris-HCl buffer pH 
6.8, 100 mM KC1 and 5 mM EDTA. Fractions were collected following centrifugation at 
217 000 g at 4°C for 90 min (Sorvall TH-641 rotor). 
Subcellularfractionation 
Subcellular fractionations of NIH 3T3 cells and platelets were performed as previously de-
scribed, with minor modifications (8). Briefly, NIH 3T3 (5-10 x 106 cells) were washed two 
times with ice-cold PBS. PRP were centrifuged at 2400 g for 15 min at 22°C and 2.5-5 x 
109 platelets were washed with a buffer containing 10 mM Hepes pH 7.4, 145 mM NaCl, 5 
mM KC1, 5.6 mM Dextrose and ImM MgCh. Cells were lysed on ice with 3 mL of a buffer 
containing 25 mM Tris-HCl pH 7.4, 100 mM KC1, 1 mM MgCh, 1 mM DTT, 25 U/mL 
RNasin (Promega), 1% NP-40, 10 ng/mL Aprotinin, 1 mM PMSF and 75 mM NaF. Cells 
lysates were then homogenized by passage through a 27G hypodermic needle and differen-
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tially centrifuged in a Beckman MLS- 50 rotor at 4°C to obtain four pellets; P2 (2 400 g for 
5 min), P16 (16 000 g for 15 min), P100 (100 000 g for 60 min) and P237 (237 000 g for 90 
min) as well as a final supernatant (FS). 
Determination of the coefficient of sedimentation 
Platelet extracts were separated on a sucrose gradient as described previously, with modifi-
cations (8). Lysate from 5 x 109 platelets were centrifuged at 9500 g for 10 min. The super-
natant was loaded onto a 10-30% (w/w) linear sucrose gradient and centrifuged in a Sorval 
TH-641 rotor at 247 000 g for 24h at 4°C. Sedimentation coefficient markers (40 ng of 
BSA or 40 pg of RNA from NIH 3T3 cells) were also layered on identical sucrose gra-
dients. Gradients were fractionated by upward displacement using an Isco UA5 flow-
through spectrophotometer set at 254 nm and connected to a gradient collector or hand-
fractionated. Fractions containing BSA were determined following protein separation on a 
7.5% SDS-PAGE gel and staining with Coomassie Blue. In the case of the NIH 3T3 rRNA 
markers gradient, each fraction was treated with the TRizol Reagent (Invitrogen) to isolate 
RNA. Fractions containing rRNA was revealed following separation on 1% agarose gel and 
staining using ethidium bromide. 
Protein analysis 
Total extracts from HeLa cells, platelets and lymphocytes as well as proteins from subcel-
lular and sucrose gradient fractions were denatured in SDS sample buffer, as reported (8). 
For western blot analyses, proteins were separated by SDS-PAGE on 7.5, 10 or 12% polya-
crylamide slab gels except for the PF4 analysis where a Tricine buffer and a 14% polyacry-
lamide gel was used. Proteins were then electrophoretically transferred to nitrocellulose 
membranes (Bio-Rad). Membranes were blotted sequentially with the relevant antibodies: 
anti- FMRP, anti-alpha-actinin, anti-FXR2P (clone A42, Sigma-Aldrich), anti-FXRl (clone 
ML13 provided by Edouard W. Khandjian), anti-L7a (polyclonal, Novus biologicals), anti-
PABP1, antitubulin or anti-PF4 (clone RTO, Abeam). A fluorescence-based (IR800 or 
AlexaFluor 680, LICOR) anti-mouse or anti-rabbit was used as the secondary antibodiy 
(1:5000). Detected bands were visualized using the Odyssey infrared imager (LI-COR). 
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3.2.7 Supplementary material 
Platelets 
P2 P16P100P237 FS 
PABP1 
Supplementary Figure SI. The PABPl platelet protein is retrieved in the soluble fraction 
upon differential centrifugation (see Materials and Methods section for protocol details). 
Briefly, cell lysate was homogenized and differentially centrifuged to obtain four pellets; 
P2 (2400 g for 5 min), P16 (16 000 g for 15 min), P100 (100 000 g for 60 min) and P237 
(237 000 g for 90 min) and a final supernatant (FS). Western blot was executed with an 
anti-PABPl (clone 10E10, Sigma) and analysis with the Odyssey infrared imager (LI-
COR). 
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4. CHAPITRE 2 
4.1 MATERIELS ET METHODES 
4.1.1 Isolation des plaquettes 
4.1.1.1 Extraction des plaquettes à partir du sang 
Des adultes volontaires sains ont été recrutés selon le protocole clinique numéro 19-1-2010 
approuvé par le Comité d'Éthique de la Recherche en santé chez l'humain du CHUS. Les 
volontaires ont été recrutés principalement au CHUS. La sélection de l'échantillon consis-
tait en des individus majeurs du CHUS. Les critères d'exclusion à l'étude comprenaient la 
présence de trouble hémorragogique ou thrombotique, des dons de sang cumulatifs de 300 
mL et plus dans les 56 derniers jours et la prise de d'acide acétylsalicylique, d'ibuprofen et 
d'anti-inflammatoire non-stéroïdien dans les 14 derniers jours. Le tout a été fait suivant leur 
consentement (signature du formulaire de consentement. Le sang a été prélevé dans des 
tubes acide-citrate-dextrose solution A (ACD-A) 8.5 mL (BD). Le PRP a été obtenu par 
centrifugation à 350 g pour 10 min à 22°C dans une centrifugeuse IEC CL30R (Thermo). 
Le PRP a été récolté à l'aide d'une pipette PI000 puis transféré dans un tube conique en 
plastique de 15 mL. L'utilisation de la formule ACD-A comme anticoagulant permet de 
conserver l'intégrité plaquettaire dans le PRP à un pH de 7.2, ce qui est acceptable pour 
performer des tests ultérieurs d'agrégation, tout en ayant une bonne action anti-agrégeante 
(White and Jennings, 1999). Les plaquettes non-lysées ont toujours été manipulées à tem-
pérature pièce et centrifugées à 22°C. Le PRP a été traité 10 min avec 200 ng/mL de PGEj 
(Sigma-Aldrich) pour diminuer l'activité pro-agrégeante des plaquettes. Le PGEi stimule 
réversiblement l'AC en augmentant le niveau d'AMPc plaquettaire qui agit comme agent 
anti-agrégeant (Haslam et al., 1978). Un décompte cellulaire du sang et du PRP a été effec-
tué sur un compteur Beckman Coulter. Pour l'utilisation, le sang devait avoir une concen-
tration en plaquettes normales entre 150 x 109- 400 x 109 plaquettes/L. 
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4.1.1.2 Lavage des plaquettes 
Un culot de plaquettes a été obtenu par centrifugation du PRP 20 min à 600 g. Les plaquet-
tes ont été lavées une fois dans le même volume que le PRP avec un tampon de lavage frais 
fait (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 154 mM NaCl, 1 mM EGTA et 200 ng/mL PGEi). Finale-
ment, les plaquettes ont été resuspendues à une concentration finale de 2.5-5 x 109plaquet-
tes/mL/condition dans un tampon Tyrode pH 7.4 modifié (Fox et al., 1993). 
4.1.2 Activation plaquettaire 
V activation des plaquettes dans le tampon de resuspension a été faite selon la procédure de 
l'agrégomètre, mais avec une concentration plus élevée en plaquettes et deux cuvettes ont 
été utilisées par condition. Un volume de 450 (il de plaquettes lavées a été déposé dans les 
cuvettes de verre de l'agrégomètre (Chrono-Log Corporation, Havertown, PA). 50 |il 
d'agonistes a ensuite été ajouté afin d'obtenir la concentration finale désirée : Thrombine 1 
U/mL ou 0.2 U/mL (Calbiochem), ADP 50 |iM ou 150 |iM (Calbiochem) et Thapsigargine 
1 nM (Calbiochem). L'activation a été arrêtée par la mise sur glace des cuvettes et l'ajout 
du tampon lyse. 
4.1.3 Lyse des plaquettes 
Les plaquettes activées ont été lysées sur glace dans un volume de tampon lyse selon la 
méthode d'extraction choisie (25 mM Tris-HCl pH 7.4, 100 mM KC1, 1 mM MgCk, 1 mM 
DTT, 25 U/mL RNasin (Promega), 1% (v/v) NP-40, 10 ng/mL Aprotinin, 1 mM PMSF and 
75 mM NaF). 
4.1.4 Les centrifugations isopycnique 
4.1.4.1 Les gradients de sucrose 
Les solutions de sucrose de 10% à 30% (p/p) ont été préparées dans un tampon contenant 
25 mM Tris-HCl pH 7.4,100 mM KC1, 5 mM MgCfe. Les gradients continus ont été coulés 
la veille de la centrifugation à l'aide d'une pro-pipette et de pipettes graduées dans des tu-
bes 11 mL (Seton) et conservées à 4°C. 
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4.1.4.2 L 'ultracentrifugation 
Les plaquettes activées ont été lysés dans un volume final de 1 mL de tampon lyse. Le lysat 
a été homogénéisé avec une seringue de 1 mL et des aiguilles de 27G et 30G, 5 fois chacu-
ne. Le surnageant final (S 16) a été obtenu par centrifugation du lysat à 16 000 g pour 15 
min à 4°C sur une centrifugeuse de table (Fisher scientific). Le culot et un aliquot du SI6 
ont été conservés et dénaturés. Les S16 ont été déposés délicatement sur les gradients et 
pesés aux 10 mg près. Les gradients ont ensuite été placés dans un rotor Sorvall TH-641 et 
centrifugés à 247 000 g 24h à 4°C. 
4.1.4.2 Le fractionnement 
Les gradients ont soit été fractionnés à la main afin de récolter les culots ou soit fractionnés 
par un ISCO-UAV-5 (Teledyne) possédant un filtre de détection à 254 nm permettant de 
suivre la présence d'ARN. Les fractions récoltées ont ensuite été dénaturées. 
Comme contrôle de coefficient de sédimentation, 40 jig de BSA ou 40 fig d'ARN 
extrait de cellules NIH 3T3 dans un volume de 1 mL ont été déposés en parallèle sur les 
gradients. Chacune des fractions d'ARN a été traitées avec le TRizol Reagent (Invitrogen) 
pour isoler l'ARN. Les fractions contenant de l'ARN ribosomal ont été identifiées suite à 
leur séparation sur gel d'agarose de 1% (p/v) et coloré au bromure d'éthidium. 
4.1.5 Les centrifugations différentielles 
Les plaquettes activées ont été lysés dans un volume final de 3 mL de tampon lyse et ho-
mogénéisé avec une seringue de 3 mL et des aiguilles de 27G et 30G, 5 fois chacune. Les 
lysats ont subit 4 centrifugations successives à 4°C des surnageants récoltés. La 1èr® centri-
fugation a été effectuée à 2400 g 5 min. Les centrifugations suivantes ont été faites sur 
l'ultracentrifugeuse Beckman, rotor MLS-50 avec des tubes 4 mL (Seton). La 2e est de 
16 000 g 15 min, la 3e de 100 000 g 1 h et la 4e de 237 000 g lh30. Les 4 culots ont été re-
suspendus dans l'eau avant d'être dénaturés dans du tampon de dénaturation 3X (200 mM 
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Tris pH 6.8, 6% (v/v) B-Mercaptoéthanol, 6% (p/v) SDS (Sodium dodécyl sulfate), 45% 
(v/v) Glycérol et bleu de Bromophénol) de même que les surnageants finaux. 
4.1.6 Extraction du cytosquelette 
Un protocole utilisant du Triton X-100 a été utilisé avec de légères modifications (Fox and 
Phillips, 1983). Le PRP a été centrifugé à 730 g pour 15 min à 22°C. Le culot a été lavé 
dans un tampon de lavage (décrit ci-dessus dans la section isolation de plaquettes). Les pla-
quettes ont été resuspendues à une concentration de 1.4-1.6 x 109 plaquettes/mL dans le 
tampon Tyrode modifié. Les plaquettes ont été activées avec 150 d'ADP pendant 10 
min dans un agrégomètre. Les plaquettes ont ensuite été lysées sur la glace par l'addition 
d'un volume égal de tampon lyse 2X (2% (v/v) Triton X-100, 100 mM Tris-HCl pH 7,4 et 
10 mM EGTA et où indiqué 1M de KC1), suivie de 5 inversions et laissées sur la glace 10 
min. Les lysats ont ensuite été soumis à des centrifugations différentielles (comme décrit 
ci-haut) mais à des vitesses de 2400 g 5min, 16 000 g 5 min et 100 000 g 3h. 
4.1.7 Analyse des protéines sur gel de polyacrylamide 
4.1.7.1 Séparation sur gel en une dimension 
L'échantillon a été dénaturé dans un tampon de dénaturation 3X, chauffé 7 min à 98°C 
avant d'être homogénéisé à la seringue 1 mL, aiguille 27G et conserver à -20°C. 
Les protéines dénaturées ont été séparées sur gel Laemmli 1.5 mm SDS-PAGE 7.5, 
10 et 12%, dépendamment des protéines à observer, dans un tampon de migration (25 mM 
Tris, 250 mM Glycine, 0.1% SDS). 
Les protéines ont été séparées en fonction de leur poids moléculaire par l'application 
d'un courant de 40 mA par gel de 1,5 mm d'épaisseur dans un tampon d'électrophorèse (25 
mM Tris base, 190 mM glycine, 0,1 % (p/v) SDS) (Hoefer 600 SE Chroma). 
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4.1.7.2 Coloration des protéines au Bleu de Coomassie 
Les gels de polyacrylamides ont été incubés 20 min dans une solution de bleu de Coomas-
sie (0,25% (p/v) Coomassie brillant blue R, 50% (v/v) méthanol, 10% (v/v) acide acétique 
glacial) et décolorés dans une solution de décoloration (50% (v/v) méthanol, 10% (v/v) 
acide acétique glacial) jusqu'à la transparence du gel et lavés abondamment à l'eau. Les 
gels ont ensuite été scannés sur l'Odyssey (LI-COR). 
4.1.7.3 Immunobuvardage 
Après migration des échantillons sur gel de polyacrylamide, les protéines ont été transfé-
rées sur une membrane de nitrocellulose 0,45 nm dans un tampon de transfert (25 mM Tris 
base, 250 mM glycine, 20 % (v/v) méthanol) toute une nuit à 120 mA ou 2h sur un semi-
dry (TE-70) à un milliampérage dépendant de la grosseur du gel (superficie du gel (cm2) X 
0.8 mA/cm2). 
Les protéines transférées ont été colorées temporairement dans une solution de 
Rouge de Ponceau S (0.8% (p/v) Ponceau S, 20% (v/v) TCA) pendant 5 min afin de 
confirmer l'efficacité des transferts et rincer à l'eau. Ensuite, la membrane a été bloquée lh 
à T°P sous agitation ou toute la nuit à 4°C dans du blotto (5% (p/v) lait en poudre écrémé, 
PBS). L'incubation avec le premier anticorps s'est fait soit lh sous-agitation à T°P ou toute 
la nuit à 4°C (FMRP, FXR2, alpha-actinine) dans une solution de blotto (5% (p/v) lait en 
poudre écrémé, 0.01% (v/v) Tween 20, PBS). La membrane a ensuite été lavée à 2 reprises 
15 min dans une solution de lavage (0.01% (v/v) Tween 20, PBS), et incubée lh avec 
l'anticorps secondaire approprié (Invitrogen). Cet anticorps est couplé à un fluorochrome 
dans l'infrarouge (IR) selon un des deux canaux disponible sur un appareil de révélation, 
l'Odyssey (LI-COR), soit l'IR avec 680 nm et Ac, 720 nm ou avec Xexc 780 nm et Xem 
820 nm. Avant la révélation, la membrane a été lavée 4 fois avec la solution de lavage et 
séchée entre 2 papiers Whatman. Les marqueurs de poids moléculaire utilisés ont été ob-
servables sur l'Odyssey. 
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4.2 EFFET DE L'ACTIVATION PLAQUETTAIRE SUR LA DISTRIBUTION SUB-
CELLULAIRE DE FMRP 
Les plaquettes sanguines ont la particularité de pouvoir être retrouvées sous deux états très 
distincts : quiescentes et activées. Il est largement reconnu que l'activation conduit à divers 
changement physiologiques et enclenchent de nombreux processus métaboliques aux ni-
veaux des plaquettes. Afin d'avoir une vision globale, il devient donc essentiel de détermi-
ner également la distribution subcellulaire de FMRP dans les plaquettes activées. 
4.2.1 Augmentation du coefficient de sédimentation de FMRP 
L'activation plaquettaire peut être induite ex vivo par l'addition de différents agonistes. 
L'utilisation de la thrombine a d'abord été testée puisqu'il s'agit de l'un des plus puissants 
agonistes plaquettaires. La réaction des plaquettes en suspension à la thrombine (1 U/mL) a 
été quasi immédiate et un gros agrégat gélatineux de plaquettes s'est produit, mais la réac-
tion d'activation a été poursuivie durant 30 min dans un agrégomètre (Chrono-log). La 
même procédure que pour les plaquettes quiescentes a ensuite été exécutée. L'agrégat a été 
mis sur glace et lysé. Une pré-centrifugation du lysat a été effectuée afin d'éliminer les cel-
lules non-lysées à 16 000 g avant d'être déposé sur un gradient 10-30% (p/p) et centrifugé 
durant 24h à 247 000 g. À notre grand étonnement, la distribution de FMRP sur gradient de 
sucrose 10-30% (p/p) provenant de plaquettes activées à la thrombine est différente de celle 
observée dans les plaquettes quiescentes (Figure 8 A). Une faible quantité de FMRP est 
détectable dans les fractions 9-10. Alors que la majorité de FMRP sédimente à plus faible 
vitesse, soit dans le culot de la pré-centrifugation à 16 000 g. 
4.2.2 Redistribution de FMRP 
Nous avons ensuite réalisé des centrifugations différentielles de plaquettes activées afin 
d'avoir un bilan complet de la distribution de FMRP. Les centrifugations différentielles des 
lysats de plaquettes activées ont permis d'observer qu'une partie de FMRP sédimente à très 
76 
4.3S 5.8S 
14 • 
FMRP 
5* 
? i-» 
I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 II 12 13 14 15 16P13 
B 
Plaquettes quiescentes 
Thrombine 
1 U/mL 
FMRP 
PI P2 P3 P4 FS 
Plaquettes 
activées 
ADP 
50 uM 
Thapsigargine 
1 uM 
Plaquettes Plaquettes 
quiescentes activées 
PI P2 P3 P4 FS PI P2 P3 P4 FS 
250 — 
«ta*. •' 
Figure 8. Redistribution de FMRP induit par l'activation plaquettaire. 
A. Distribution de FMRP extrait de plaquettes activées par la thrombine ( 1 U/mL) dans un 
gradient de sucrose 15-30% (p/p). B. FMRP est redistribuée dans la fraction du PI dans les 
plaquettes activées (1,5 x 109) indépendamment de l'agoniste: thrombine (1 U/mL), ADP 
(50 nM) et thapsigargine (1 jiM) comparativement aux plaquettes quiescentes. C. Cette 
redistribution est spécifique à certaines protéines comme le démontre la coloration au Bleu 
de Coomassie des fractions de centrifugation différentielles de plaquettes quiescentes et 
activées à la thrombine (1 U/mL). Les cinq fractions on été obtenues par la méthode stan-
dard de centrifugations différentielles du lysat : PI (2400 g, 5 min), P2 (16 000 g, 15 min), 
P3 (100 000 g, 60 min), P4 (237 000 g, 90 min) et un surnageant final (FS). Chaque frac-
tion a été séparée par l'électrophorèse sur gel de SDS-Polyacrylamide. Les résultats obtenus 
sont représentatifs d'au moins trois ensembles d'expériences indépendants. 
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basse vitesse, plus précisément dans le PI à 2400 g (Figure 8 B). Le fait que FMRP sédi-
mente dans le PI, signifie qu'elle s'associe à de très grosses particules. 
Cette redistribution est indépendante de l'agoniste. L'utilisation de trois agonistes 
différents avec des voies d'activation différentes ont permis l'obtention d'une redistribution 
de FMRP au PI: la thrombine (1 U/mL), l'ADP (50 jiM) et la thapsigargine (1 jiM). Les 
mêmes conditions d'activation ont été performées pour les trois agonistes et pour une pé-
riode de 30 min. Lors de l'activation, la thrombine a produit en quelques secondes un agré-
gat de plaquettes gélatineux (comme décrit plus haut), alors que l'ADP et la thapsigargine 
ont produit des petits agrégats floconneux en quelques minutes. Les concentrations finales 
d'agonistes sont celles habituellement utilisées dans la littérature (Horvath et al., 1992; 
Vostal and Fratantoni, 1993). Ces deux derniers agonistes sont d'ailleurs reconnus pour être 
des agonistes plaquettaires faibles. 
La proportion de FMRP qui est redistribuée dans le PI varie en moyenne entre 30 et 
60%. Le reste de FMRP se retrouve majoritairement dans le FS, comme observé dans les 
plaquettes quiescentes. 
4.2.3 La redistribution n'est pas due pas à un effet trappage 
Étant donné la formation d'agrégat gélatineux, il serait possible de croire que la redistribu-
tion de FMRP dans le PI est causée par effet de trappage dans les agrégats de plaquettes. 
La coloration en bleu de Coomassie des fractions de centrifugations différentielles de pla-
quettes quescentes et activées avec la thrombine (1 U/mL) durant 30 min a été réalisée afin 
d'évaluer la distribution de l'ensemble des protéines plaquettaires. La figure 8 C permet 
d'observer que cette redistribution n'est pas généralisée, mais seulement spécifique à cer-
taines protéines. De plus, cette redistribution est reproductible à travers les différentes expé-
riences. 
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4.2.4 Cinétique de la redistribution de FMRP 
Nous avons ensuite voulu évaluer la cinétique de la redistribution de FMRP dans la fraction 
du PI. Afin d'alléger l'expérience, nous avons seulement récolté les fractions PI (2400 g, 5 
min), P2 (16 000 g, 15 min) et le surnageant final (FS) obtenues suite à des centrifugations 
différentielles pour chaque temps d'activation. La concentration en thrombine a été dimi-
nuée à 0.2 U/mL afin de ne pas avoir une concentration saturante, mais suffisante pour ob-
server une activation. La distribution dans les plaquettes quiescentes a été comparée à celle 
dans les plaquettes activées à des temps d'activation de 1 min (1'), 5 min (5'), 20 min (20') 
et 60 min (60'). L'activation a été arrêtée en mettant les plaquettes sur glace et en ajoutant 
le tampon de lyse contenant du NP-40. Les résultats de fractionnement révèlent que la re-
distribution de FMRP dans le PI s'effectue très rapidement après le début de l'activation, 
en moins de 1 min. Par la suite, la redistribution augmente graduellement suivant 
l'activation des plaquettes et plafonnent aux alentours de 5 min après le début de 
l'activation (Figure 9). 
4.2.5 Isolation du cytosquelette plaquettaire 
Étant donné que FMRP sédimente à très basse vitesse dans les plaquettes activées et que ce# 
déplacement semble spécifique à certaines protéines, nous avons voulu préciser ce à quoi 
correspondait le PI des plaquettes activées. Un joueur clé lors de l'activation plaquettaire 
est le cytosquelette. Plusieurs études se sont intéressées au réarrangement du cytosquelette 
et à la composition protéique plaquettaire. Une technique très utilisée et bien documentée 
consiste à récolter trois fractions suite à une extraction au Triton X-100: la fraction du cy-
tosquelette central où sédimente les filaments d'actine insolubles dans le détergent de mê-
me que les protéines interagissant avec les filaments d'actine (a-actinine, tropomyosine, 
caldesmon); la fraction membranaire où sont retrouvés les filaments associés aux glycopro-
téines membranaires (actine, ABP, spectrine, am>03); et la fraction soluble, contenant des 
protéines libres, des enzymes et la G-actine (Fox et al., 1993). Le cytosquelette central est 
isolé par centrifugation à basse vitesse (2400 g) après solubilisation des plaquettes avec un 
tampon contenant une concentration finale de 1% Triton X-100. Alors que le cytosquelette 
associé à la membrane est isolé en centrifugeant le surnageant résiduel de la basse vitesse à 
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Figure 9. Cinétique de la redistribution de FMRP vers le Pl. 
Les plaquettes (5 x 109) ont été activées par l'ajout de 0.2 U/mL de thrombine à 37°C. 
L'activation a été arrêtée en mettant les plaquettes sur glace et en ajoutant le tampon de 
lyse. La distribution dans les plaquettes quiescentes a été comparée à celle dans les plaquet-
tes activées 1 min (1'), 5 min (5'), 20 min (20') et 60 min (60'). Trois fractions on été ré-
coltées par la méthode standard de centrifiigations différentielles du lysat : PI (2400 g, 5 
min), P2 (16 000 g, 15 min) et un surnageant final (FS). Chaque fraction a été séparée par 
l'électrophorèse sur gel de SDS-Polyacrylamide pour l'analyse en Western Blot de FMRP. 
Les résultats obtenus sont représentatifs d'au moins trois ensembles d'expériences indépen-
dants. 
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100 000 g. L'effet de l'activation conduit à une redistribution dans la fraction du cytosque-
lette central (PI) des protéines qui s'associent aux filaments d'actine, comme Pa-actinine. 
4.2.5.1 Redistribution de FMRP de la fraction soluble vers la fraction du cytosquelette 
Afin de déterminer si FMRP sédimente avec le cytosquelette plaquettaire lors de 
l'activation, nous avons utilisé une procédure adaptée de Fox (Fox et al., 1993). Les pla-
quettes lavées ont été activées avec 150 ADP durant 10 min dans un agrégomètre puis 
lysées sur glace avec 1 % Triton X-100 suivie de cinq inversions effectuées délicatement. 
Le lysat a ensuite été centrifugé à trois reprises afin d'obtenir quatre fractions : PI (2400 g, 
5 min), P2 (16 000 g, 15 min), P3 (100 000 g, 90 min) et un surnageant final (FS). Une 
fraction post-cytosquelette correspondant à la sédimentation des mitochondries (16 000 g, 
15 min) a été ajoutée. 
Dans les plaquettes quiescentes, FMRP a été retrouvée en majorité dans la fraction 
du surnageant final, tout comme FXR2P et a-actinine, confirmant les résultats obtenus avec 
le NP-40 (Figure 10). La figure 3 montre que FMRP est redistribuée dans la fraction du 
cytosquelette central lors de l'activation, de façon similaire à l'alpha-actinine (Fox, 2001). 
4.2.5.2 La redistribution de FMRP est dépendante d'interaction ionique 
Cette redistribution est altérée lorsque les plaquettes activées avec 150 fxM ADP sont trai-
tées avec 0.5 M KC1 lors de la lyse. FMRP est alors retrouvée dans la fraction soluble, tout 
comme dans les plaquettes quiescentes (Figure 10). Ce résultat suggère que la redistribution 
de FMRP est dépendante d'interaction ionique. Une redistribution similaire est obtenue 
pour FXR2P et alpha-actinine (Figure 10). 
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Figure 10. Le déplacement de FMRP vers la fraction du cytosquelette suite à 
1'activation plaquettaire induit par l'ADP qui est altéré par les hautes concentrations 
en sel. 
Redistribution de FMRP vers la fraction du cytosquelette (PI) suite à l'activation plaquet-
taire par la méthode d'extraction du cytosquelette avec du Triton X-100. Les plaquettes (1,5 
x 109) quiescentes ou activées avec de l'ADP (150 |iM) ont été traitées ou non avec du KC1 
(0.5 M). Quatre fractions on été obtenues par centrifugations différentielles du lysat : PI 
(2400 g, 5 min), P2 (16 000 g, 15 min), P3 (100 000 g, 90 min) et un surnageant final (FS). 
Chaque fraction a été séparée par l'électrophorèse sur gel de SDS-Polyacrylamide pour 
l'analyse en Western Blot de FMRP, FXR2P et a-actinine. Les résultats obtenus sont repré-
sentatifs de trois ensembles d'expériences indépendants. 
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5. DISCUSSION 
FMRP est l'une des protéines de liaison à l'ARN qui est la plus étudiée de part son implica-
tion dans une maladie génétique. Son absence qui est causée par l'inactivation du gène 
FMR1, entraîne une dépréciation considérable des connexions et de la plasticité synaptique 
menant à un retard mental. De plus, divers dysmorphies physiques lui sont souvent asso-
ciées. De nombreux groupes de chercheurs ont déployé aux fils des ans des efforts considé-
rables afin de non seulement comprendre les fonctions moléculaires de FMRP, mais aussi 
afin d'élucider l'énigme entourant la façon dont l'absence d'une seule protéine peut entraî-
ner toutes ces manifestations cliniques. Les multiples recherches ont mis en lumière la ca-
pacité de FMRP de se lier aux ARNm, de faire la navette entre le noyau et le cytoplasme, 
d'appartenir à plusieurs mRNP et son implication dans le trafic de l'ARN de même que 
dans la synthèse protéique locale. Ces découvertes ont surtout contribué à placer quelques 
pièces du puzzle, qui est encore loin d'être complété. 
Dans le but de mieux comprendre les différentes fonctions de FMRP dans le méta-
bolisme de l'ARN, nous avons émis l'hypothèse que l'étude d'un modèle cellulaire plus 
simple que les neurones pourraient apporter des informations supplémentaires et inédites. 
Des travaux préliminaires obtenus au laboratoire ont montré la présence de FMRP dans les 
plaquettes sanguines, des cellules dont l'activité traductionnelle est très faible. Dans la 
perspective de mieux comprendre la présence et le rôle de FMRP dans les plaquettes, 
l'objectif des travaux de recherche de ce mémoire était d'étudier la distribution subcellu-
laire de FMRP dans les plaquettes quiescentes et activées. 
5.1 FRMP DANS LES PLAQUETTES SANGUINES 
L'expression de FMRP a été très peu étudiée dans les cellules du sang. La plupart des pu-
blications se réfèrent à la présence de FMRP dans les lymphocytes. L'intérêt de ces études 
était principalement basé sur la mise au point de méthodes pour diagnostiquer le syndrome 
du X fragile par la détection de la protéine FMRP dans les lymphocytes (Willemsen et al., 
1995; Willemsen et al., 1997; Ravindran et al., 2005). Aussi, l'utilisation des lymphocytes a 
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permis des études non-invasive à caractère plus fondamental chez des individus atteints du 
X fragile (Sun et al., 2001; Weng et al., 2008). 
Au niveau des plaquettes, aucune étude n'a rapporté à notre connaissance la présen-
ce de FMRP. Du point de vue métabolique, deux groupes de recherches ont dénoté une 
diminution du niveau basai d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) dans les plaquet-
tes sanguines chez les individus atteints du syndrome du X fragile comparativement à des 
individus normaux (Berry-Kravis and Huttenlocher, 1992; Berry-Kravis and Sklena, 1993; 
Kelley et al., 2007). Cette diminution a aussi été observée dans les cellules lymphoblastoï-
des humaines de même que les cellules neuronales et plaquettaires de souris FMR1 nulle et 
dans les membranes de la tête de drosophile FMR1 nulle (Berry-Kravis et al., 1995; Kelley 
et al., 2007). L'AMPc est un second messager intracellulaire de l'action hormonale et de la 
transmission nerveuse. Par contre, aucun lien métabolique n'a pu être établi entre FMRP et 
le métabolisme de la cascade d'AMPc. Puisque l'AMPc est un second messager jouant un 
rôle majeur dans l'inhibition de l'activation plaquettaire, une altération dans cette voie mé-
tabolique pourrait se traduire par une réponse différente des plaquettes face aux activateurs 
plaquettaires. Une diminution de l'AMPc augmente le pouvoir agrégant plaquettaire. 
Néanmoins, la fonction plaquettaire n'a jamais été investiguée chez les individus atteints du 
syndrome du X fragile. 
La présence de FMRP dans les plaquettes sanguines est donc rapportée concrète-
ment pour la première fois dans cette étude. Cette observation n'est pas si surprenante te-
nant compte du caractère ubiquitaire de FMRP. Toutefois, l'importance relative de cette 
expression reste à être déterminée. En effet, il a été suggéré que FMRP puisse jouer un rôle 
dans la traduction active puisqu'elle est plus abondante dans les tissus avec des hauts ni-
veaux de synthèse protéique, comme les neurones du système nerveux central, les tissus en 
cicatrisation et les cellules induites pour la prolifération (Feng et al., 1997). De plus, les 
types cellulaires les plus affectés sont ceux où les plus hauts niveaux de FMRP ont été dé-
tectés, soit les neurones et les spermatogonies (Khandjian et al., 1995). Il n'a jamais été 
documenté jusqu'à présent que les individus atteints du syndrome du X fragile possèdent 
une prévalence plus élevée de thrombopathies, c'est-à-dire de dysfonctionnement plaquet-
84 
taire. Néanmoins, selon la Société Canadienne de l'hémophilie, la majorité des dysfonc-
tions plaquettaires présentent des symptômes très bénins et ne sont jamais diagnostiquées. 
L'absence de thrombopathie pourrait aussi s'expliquer, tout comme dans les autres types 
cellulaires, par la présence de protéines redondantes qui peuvent accomplir les fonctions de 
FMRP en son absence. Entres autre, une redondance fonctionnelle semble exister entre les 
membres de la famille FXR. Il a été montré que la souris FXR2 nulle exhibe certains traits 
de comportement semblables à ceux de la souris FMR1 nulle (Bontekoe et al., 2002). Cette 
hypothèse peut être valable dans les plaquettes puisque FXR2 y est exprimée à des niveaux 
similaires à FMRP. 
L'observation du patron distinctif typique des bandes en immunobuvardage avec 
l'anticorps 1C3 hautement spécifique pour FMRP dans les plaquettes, indique que la pro-
téine présente est similaire à celle exprimée dans les autres types cellulaires. Cette observa-
tion corrobore avec ce qui avait été rapporté, l'épissage alternatif de FMR1 ne semble pas 
être tissus spécifique puisqu'aucune différence n'a été détectée dans tous les tissus étudiés 
(Verkerk et al., 1993) FMRP pourrait donc y accomplir une fonction comparable. Toute-
fois, en considérant que FMRP est majoritairement associée à l'ARNm dans les polysomes 
et que les plaquettes ont une activité traductionnelle faible, il devient intriguant de com-
prendre la fonction de FMRP dans les plaquettes. 
5.2 FMRP N'EST PAS CONSTITUTIVEMENT ASSOCIEE A DE GROSSES PAR-
TICULES DANS LES PLAQUETTES 
FMRP a été retrouvée majoritairement associée à l'ARNm dans les polysomes dans tous les 
tissus ou types cellulaires étudiés jusqu'à présent sans exception incluant le cerveau et les 
synaptosomes (Corbin et al., 1997; Feng et al., 1997; Khandjian et al., 2004). Cependant, le 
rôle précis de FMRP dans la traduction n'a pas été complètement élucidé. Bien que toutes 
les attentions aient été apportées afin de reproduire ces observations, nous n'avons pas ob-
tenu de preuve que FMRP soient constitutivement associées aux polysomes dans les pla-
quettes. La majeure partie de ma maîtrise a consisté à valider ce résultat. Nous avons testés 
à plusieurs reprises et avec diverses conditions, différentes procédures d'extraction. Nous 
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avons dû nous rendre à l'évidence que le comportement de FMRP pourrait être différent 
dans les plaquettes. Les plaquettes seraient donc le premier type cellulaire où FMRP n'est 
pas retrouvée majoritairement associée aux polysomes. Trois méthodes distinctes ont me-
nés à cette conclusion : la bombe à l'azote, les centrifugations différentielles et le fraction-
nement sur gradient de sucrose. Les avantages de la bombe à l'azote consistent en 
l'utilisation d'aucun détergent et la préservation des liaisons protéiques ainsi que les orga-
nelles (Broekman et al., 1974). Cette méthode a permis de confirmer que FMRP est un 
composant du cytoplasme plaquettaire et qu'elle n'est pas associée à de grosses particules 
puisqu'elle est retrouvé dans les fractions supérieures des gradients. Les centrifugations 
différentielles, effectuées avec un détergent non-ionique, ont permis d'observer que FMRP 
ne sédimente pas à 100 000 g comme attendue, mais plutôt dans la fraction soluble. Fina-
lement, les gradients de sucrose ont permis de préciser la fenêtre de sédimentation de 
FMRP qui est inférieur de 10S. Ce résultat contraste avec les valeurs de 150 à 500S précé-
demment rapporté dans d'autres tissus ou cultures cellulaires (Khandjian et al., 1996; Cor-
bin et al., 1997). Bien qu'une étude ait précédemment avancé que dans le cerveau FMRP 
n'était pas constitutivement associée aux polysomes, cette étude controversée avait été réfu-
tée étant donné des erreurs techniques (Zalfa et al., 2003). 
Afin de mieux comprendre la distribution de FMRP par rapport aux polysomes, des 
préparations de polysomes ont été essayées à maintes reprises. Malheureusement, aucun 
résultat concluant n'a pu être obtenu. Bien qu'il soit largement documenté et accepté que 
les plaquettes possèdent un système de traduction protéique, très peu d'étude ont documen-
té la présence de polysomes et de protéines ribosomales outre que par les méthodes de mi-
croscopie électronique et d'incorporation de radioactivité, qui ont l'avantage d'être très 
sensibles. En effet, les plaquettes contiendraient environ 100 000 fois mois d'ARN que les 
leucocytes (Rolf et al., 2005). De plus, seulement deux études rapportent à notre connais-
sance l'obtention de tracés de polysomes (Steiner, 1970b; Lindemann et al., 2001a). Diffé-
rents anticorps anti-protéines ribosomales (L7a, L26 et S6) ont été testés en immunobuvar-
dage sur des extraits protéiques purs de plaquettes et aucun d'eux n'a donné de résultats 
concluants. La faible quantité d'acide ribonucléique et de protéines ribosomales a rendu 
extrêmement difficile l'optimisation de la méthode d'extraction de polysomes. De plus, une 
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forte dégradation de FMRP a été observée de façon récurrente suite aux fractionnements 
des gradients de sucrose. Seulement la présence d'EDTA, qui est aussi un inhibiteur des 
métalloprotéases, empêchait cette dégradation (voir figure en annexe). Toutefois, l'EDTA 
affecte les polysomes en les dissociant en les petites et grosses sous-unités ribosomales de 
40S et 60S respectivement. Il est connu que ce traitement affecte par le fait même la distri-
bution de FMRP (Siomi et al., 1996; Corbin et al., 1997; Wang et al., 2008). Bien que nous 
ayons déposé jusqu'à 40 unités d'absorbance A254, ce qui représente environ 4 fois plus que 
le matériel habituellement déposé afin d'obtenir un profil de polyribosomes, seulement 
deux faibles pics ont pu être observés. À l'époque, nous n'avons pas été en mesure de 
confirmer que ces pics puissent correspondre aux sous-unités 40S et 60S. Des quantités 
supérieures de plaquettes ont été déposées sur gradient, toutefois cela n'engendrait seule-
ment qu'un élargissement de la région des particules solubles qui se retrouve dans les frac-
tions supérieures du gradient. Donc, malgré nos efforts soutenus, nous n'avons pas été en 
mesure de comparer la distribution de FMRP par rapport aux polysomes dans les plaquettes 
quiescentes. Toutefois, le coefficient de sédimentation évaluée sur gradient de sucrose per-
met de supposer que la grande majorité de FMRP n'y ait pas constitutivement associée. 
Nous proposons que si FMRP est associée à des partenaires, ces derniers possèdent 
un faible poids moléculaire. Alternativement, l'expression de FMRP est peut-être substan-
tiellement supérieure à celle de ses partenaires habituels, expliquant que FMRP soit retrou-
vée principalement dans la fraction soluble. Les plaquettes sont pauvres en polysomes et 
ceci peut expliquer pourquoi FMRP ne s'y associe pas constitutivement, à tout de moins 
dans nos conditions expérimentales. Nos résultats ont suggéré que cette association ne 
pourrait pas être essentielle à la fonction de FMRP, au moins dans les plaquettes, et soulève 
la question d'importance relative de cette association dans les autres cellules ou tissus. 
S3 FMRP ET LE METABOLISME DE L'ARN PLAQUETTAIRE 
Bien que les plaquettes soient anucléées, plusieurs protéines de liaison à l'ARN y sont ex-
primées, notamment eIF4e (Lindemann et al., 2001b). De plus, plusieurs processus liés au 
métabolisme de l'ARN s'y produisent, à savoir la traduction d'ARN (Weyrich et al., 2009), 
87 
l'épissage d'ARN (Weyrich et al., 2004) et quelques éléments récemment rapportés du 
complexe RISC (Landry et al., 2009). FMRP est une protéine de liaison à l'ARN impliquée 
dans le processus de traduction et nos observations dans les plaquettes sont compatibles 
avec cette fonction. Nous avons constaté que les niveaux d'expression de FMRP étaient 
comparables à ceux de d'autres protéines de liaison à l'ARNm telles que PABP1. De plus, 
nous avons observé une colocalisation de FMRP avec PABP1 dans la région centrale des 
plaquettes. Weyrich et autres ont rapporté que certaines activités du métabolisme de l'ARN 
se produisent dans la zone centrale des plaquettes (Weyrich et al., 2004). Ces observations 
suggèrent que FMRP pourrait participer à quelques étapes du métabolisme de l'ARN se 
produisant dans cette région. Puisqu'il a été montré que FMRP affecte le processus de tra-
duction d'ARN et peut interagir avec quelques éléments de la voie de RISC dans différents 
types de cellules, ces fonctions pourraient aussi être présentes dans les plaquettes. 
5.4 COMPORTEMENT DE FMRP LORS DE L'ACTIVATION PLAQUETTAIRE 
La particularité la plus intéressante des plaquettes est leur capacité à s'activer via principa-
lement la liaison d'agonistes. L'activation conduit à une série de modifications morpholo-
giques et biochimiques : changement de forme, extension de filopode, sécrétion des granu-
les, agrégation, synthèse protéique, etc. 
En ce qui concerne FMRP, l'activation des plaquettes conduit à sa redistribution 
dans la fraction où sont retrouvées les particules qui ont un coefficient de sédimentation 
très élevé. La redistribution de FMRP semble indépendante du type d'agoniste utilisé et 
donc d'une voie d'activation, mais plutôt dépendante du processus d'activation. De plus, 
cette redistribution est observée en présence d'agoniste physiologique fort (thrombine) et 
faible (ADP). Un comportement similaire est observé pour son homologue FXR2P. Cette 
redistribution se fait très rapidement, en moins de 1 min d'activation. L'apparition de 
FMRP dans la fraction du PI aussitôt que les plaquettes sont activées et son incorporation 
accrue pendant l'activation avec la thrombine, suggère qu'elle puisse jouer un rôle important 
dans les processus dynamiques d'activation plaquettaire. Étant donné que les plaquettes 
changent de la forme discoïde à la forme sphérique en moins de 20 secondes et que la sé-
crétion d'ATP des granules denses est normalement maximale en 1 minute, il est possible 
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que le changement de forme et/ou la sécrétion plaquettaire soit les processus qui déclen-
chent la redistribution de FMRP (Horvath et al., 1992). 
Toutefois, le niveau de redistribution semble varier légèrement selon la force de 
l'agoniste et est redistribuée entre 30-60%. Nous avons voulu s'assurer que cette redistri-
bution n'était pas un artefact, c'est-à-dire dû à un effet de trappage passif dans les agrégats 
de plaquettes (Horvath et al., 1992). La coloration en bleu de Coomassie des fractions de 
centrifugations différentielles montre que cette redistribution est spécifique seulement à 
certaines protéines. Cette observation suggère que FMRP jouerait un rôle lors de 
1'activation. 
La redistribution de FMRP semble être causée par une association protéine-protéine 
puisqu'une haute concentration en sel affecte cette redistribution. De plus, des traitements à 
la RNase n'ont pas affecté la redistribution de FMRP, indiquant que l'association n'est pas 
ARN-dépendante (résultats non montrés). Le mécanisme moléculaire de redistribution de 
FMRP dans la fraction du cytosquelette demeure inconnu. Une explication possible de la 
redistribution de FMRP pourrait être selon son état de phosphorylation. De récentes évi-
dences suggèrent que l'état de phosphorylation de FMRP peut agir comme un commutateur 
moléculaire qui régule la traduction des ARNm liés par FMRP. Ainsi, FMRP possède un 
domaine de phosphorylation qui est en grande partie contrôlé par un résidu sérine (Ceman et 
al., 2003). Quand cette sérine est convertie en acide aspartique pour mimer la phosphoryla-
tion, FMRP s'associe aux polyribosomes qui ne sont pas en traduction active. Alors que la 
substitution par une alanine, qui mime l'état déphosphorylé, entraîne la forte association de 
FMRP avec les polysomes en traduction active (Ceman et al., 2003). 
5.5 FMRP ET LE CYTOSQUELETTE 
FMRP est l'un des nombreux composants des complexes mRNP. La plupart des partenaires 
interagissant avec FMRP sont des protéines liant l'ARN, comme ses homologues FXR1P et 
FXR2P (Zhang et al., 1995). Plusieurs études se sont intéressées aux propriétés de liaison à 
l'ARN de FMRP. Ainsi, des centaines d'ARNm cibles hypothétiques dont la traduction 
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semble être régie par FMRP ont été répertoriées. Parmi elles, très peu de cibles ont été étu-
diés et validés dans le cadre des neurones et aucune n'a été définitivement lié au phénotype 
observé chez les patients atteints du X fragile (Darnell et al., 2005b). Ces observations sug-
gèrent que les fonctions de FMRP dans les neurones ne se limitent pas à ses propriétés de 
liaison à l'ARN. 
Des études de microscopie indiquent que FMRP est transportée dans les processus 
neuronaux de manière microtubule-dépendante (De Diego Otero et al., 2002; Antar et al., 
2005). Il a aussi été rapporté que FMRP interagit avec des protéines liées au cytosquelette 
tels que KIF3C (Davidovic et al., 2007), CYFIP1 / 2, Andran-BPM Lgl (Schenck et al., 
2001; Menon et al., 2004; Zarnescu et al., 2005), ainsi qu'avec les protéines motrices myo-
sine Va, kinésine I de la chaîne lourde (KIF5) et dynéine de la chaîne lourde (Ohashi et al., 
2002; Kanai et al., 2004; Ling et al., 2004). Ainsi, entre 5 à 15 % des complexes FMRP-
mRNP seraient associés avec des structures de microtubules (Davidovic et al., 2007; Wang 
et al., 2008). Nos observations dans les plaquettes activées de la redistribution de FMRP 
dans la fraction du cytosquelette sont en accord avec les résultats d'une association de 
FMRP avec le cytosquelette et reflètent les résultats obtenus dans les neurones (Wang et 
al., 2008). 
Bien que nous n'ayons pas de preuve directe, tous ces résultats mis ensemble suggè-
rent que FMRP pourraient jouer un rôle dans le transport d'ARNm lors de l'activation pla-
quettaire de façon similaire à ce qui a été rapporté dans les neurones. Toutefois, nous avons 
observé une proportion supérieure de FMRP, 30 à 60%, qui serait associée au cytosquelette 
proposant une plus grande importance de cette fonction dans les plaquettes. 
5.6 FONCTION DE FMRP DANS LES PLAQUETTES 
La fonction exacte de FMRP dans les plaquettes reste à être déterminée. Toutefois, les ré-
sultats préliminaires que nous avons obtenus permettent d'émettre certaines hypothèses. 
Nous avons observé que l'expression de FMRP est comparable à celles de d'autres protéi-
nes ayant la capacité de lier l'ARNm (PAPB1 et FXR2P). Cette observation suggère que 
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FMRP puisse jouer un rôle dans le métabolisme de l'ARN des plaquettes. De plus, le fait 
que l'activation enclenche la synthèse protéique de même que la redistribution de FMRP 
suggère que ces deux processus puissent être reliés (Weyrich et al., 1998; Lindemann et al., 
2001a). Aussi, il a été montré que FMRP agit dans la régulation de la traduction de certains 
ARNm (Darnell et al., 2005b). FMRP pourrait jouer un rôle dans la régulation de la traduc-
tion lors de l'activation plaquettaire. 
Étant donné le faible niveau de synthèse protéique à l'état quiescent, il serait peu 
probable que l'entière quantité de FMRP provienne de la traduction. De plus, pour une 
quantité similaire de plaquettes, le niveau de FMRP reste sensiblement le même en immu-
nobuvardage après activation, suggérant qu'il n'y aurait pas de traduction significative de 
FMRP. Ces observations suggèrent que la large proportion de FMRP contenue dans les 
plaquettes soit héritée directement des mégacaryocytes. Par conséquent, il ne faut pas né-
gliger la possibilité que FMRP soit uniquement un vestige du mégacaryocyte et que sa 
fonction principale soit préalable à la formation des plaquettes. Toutefois, la grande majori-
té du matériel plaquettaire est hérité des mégacaryocytes et seulement une faible proportion 
est obtenue de la synthèse protéique suggérant que tout ce qui n'est pas synthétisé par la 
plaquette n'est pas un vestige. Aussi, en considérant la fonction de transporteur d'ARNm à 
des sites éloignés de traduction dans les synaptosomes, FMRP pourrait agir comme trans-
porteur d'ARNm spécifiques, mais dans les prolongements de pro-plaquettes des mégaca-
ryocytes lors de la thrombopoïèse. Ainsi, FMRP se retrouverait dans les plaquettes, mais ou 
sa fonction principale serait accomplie. Toutefois, en tenant compte de la spécificité de la 
plaquette, de sa courte durée de vie, de sa petite taille, que la nature ait optimisée au maxi-
mum sa physiologie (l'absence de noyau et de réticulum endoplasmique) afin de la rendre 
la plus efficace possible, il semblerait peu rationnel qu'elle puisse contenir du matériel qui 
ne lui soit pas utile. 
5.7 LES PLAQUETTES, UN MODELE D'ETUDE POUR FMRP 
La fonction plaquettaire est étudiée afin d'évaluer la présence et la source des thrombopa-
thies. Toutefois, les plaquettes sanguines sont aussi étudiées dans plusieurs désordres neu-
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rologiques et neuropsychiatriques : les troubles de l'humeur (Modai et al., 1984), le syn-
drome de Down (Rothwell, 2008) l'autisme (Safai-Kutti et al., 1988; McBride et al., 1989), 
la maladie de Parkinson (Ferrarese et al., 1999), la dépression (Soares et al., 1999), 
1'Alzheimer (Davies et al., 1997; Di Luca et al., 2000) etc. En effet, les plaquettes présen-
tent certaines analogies avec les neurones. Entre autres, elles capturent activement de la 
sérotonine par un transporteur analogue à celui des neurones (Pletscher et al., 1979; Lesch 
et al., 1993), elles entreposent dans leurs granules et libèrent des neurotransmetteurs par 
exocytose à l'extérieur de la plaquette comparable à la libération de neuromédiateurs dans 
la fente synaptique (Dreux and Launay, 1985) et expriment quelques transporteurs et récep-
teurs de neurotransmetteurs (récepteurs 5-HT2A et a-2 adrénergique, activité MAO) (Wirz-
Justice, 1988; Ostrowitzki et al., 1993; Casoli et al., 2008). 
Morphologiquement, les plaquettes forment de longs prolongements cytoplasmiques 
où le cytosquelette joue un rôle prépondérant de façon similaire aux axones et dendrites 
neuronaux. Elles représentent toutes deux des cellules très spécialisées. Au niveau molécu-
laire, il y a une régulation locale de la traduction, sans apport majeur du noyau, de même 
que la traduction peut être induite. De part ces similarités, les plaquettes ont donc été pro-
posées comme un modèle d'étude neuronal (Dreux and Launay, 1985; Da Prada et al., 
1988). 
Il n'en reste pas moins qu'un modèle n'est jamais parfait et qu'une plaquette n'est 
pas un neurone. Les plaquettes ont une machinerie traductionnelle beaucoup moins présen-
te, ce qui augmente la probabilité d'observer de la contamination par les leucocytes (Rolf et 
al., 2005; Pillitteri et al., 2007). De plus, les plaquettes ne permettent pas l'étude des inte-
ractions de protéines et d'ARN spécifiques aux neurones. Finalement, l'absence de matériel 
nucléaire rend impossible la transformation. Néanmoins, les plaquettes représentent un type 
cellulaire beaucoup plus complexe qu'il nous a d'abord été laissé croire, surtout lorsqu'on 
se réfère à son métabolisme de l'ARN (Weyrich et al., 2009). L'étude des plaquettes dans 
le syndrome du X fragile n'est donc pas si particulier, bien que discutable. Elles représen-
tent néanmoins un modèle d'étude humain intéressant. Tout d'abord, elles sont facilement 
accessibles chez l'humain et cela de manière non-invasive. Il est donc ainsi possible 
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d'obtenir des cellules qui n'ont pas été affectées par le processus de mise en culture. 
L'étude du processus traductionnelle est facilitée par l'absence de toute régulation nucléai-
re. De plus, il est possible d'induire l'activation et donc différents mécanismes. Ainsi, 
l'étude des plaquettes pourraient permettre de découvrir une nouvelle fonction pour FMRP 
qui est habituellement camouflée par son importante association avec les polyribosomes 
dans les autres types cellulaires. Finalement, l'utilisation des plaquettes pourraient faciliter 
la comparaison entre les processus qui se produisent dans les individus normaux et ceux 
atteints du X fragile et permettre de mieux comprendre la fonction de FMRP. 
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6. CONCLUSION 
Les plaquettes sanguines ont souvent été négligées de part leur aspect simpliste. Toutefois, 
de plus en plus d'étude tendent à montrer qu'elles sont beaucoup plus complexes 
qu'initialement présumées. Elles possèdent un véritable métabolisme de TARN et elles 
seraient impliquées dans plusieurs processus outre l'hémostase. Elles fournissent des avan-
tages indéniables bien qu'elles ne constituent pas un modèle d'étude parfait, elles peuvent 
fournir des pistes intéressantes. 
Les résultats présentés dans ce mémoire proposent l'étude des plaquettes sanguines 
comme système biologique prometteur afin de renforcer notre compréhension des fonctions 
humaines de FMRP. Nous avons montré que FMRP est présente dans les plaquettes san-
guines humaines, bien que la synthèse protéique y soit très faible. Dans les plaquettes 
quiescentes, nous avons observé une distribution où FMRP n'est pas constitutivement asso-
ciée aux polysomes. Toutefois, sa distribution cytoplasmique et sa concentration similaire à 
d'autres protéines de liaisons à l'ARN suggèrent que FMRP puisse également jouer un rôle 
dans le métabolisme de l'ARN plaquettaire. Ce rôle semble se réaliser lors de l'activation 
plaquettaire puisque nous avons observé une redistribution de FMRP dans la fraction du 
cytosquelette. 
Ces résultats supportent l'hypothèse que les plaquettes sanguines puissent agir 
comme un nouveau modèle d'étude pour étudier les différentes fonctions de FMRP et ou-
vrent la voie à de nombreuses possibilités. 
94 
7. PERSPECTIVES 
L'ensemble de ce travail montre pour la première fois que FMRP est présente dans les pla-
quettes sanguines, un modèle où la synthèse protéique est faible. Cette première laisse place 
à beaucoup de possibilités et de questionnement. L'étape suivante serait d'investiguer sur 
la(les) fonction(s) possible(s) de FMRP dans les plaquettes sanguines. 
Tout d'abord, l'utilisation des plaquettes ajoute un avantage indéniable pour l'étude 
de FMRP puisqu'elles permettent de comparer des sujets normaux à des sujets X fragile. 
En effet, les plaquettes d'humains et de souris sont assez faciles d'accès et de purification 
comparativement à des cellules neuronales. De plus, les tissus nerveux sont difficilement 
accessibles chez l'humain étant donné qu'ils ne peuvent être prélevés chez le vivant et 
d'autant plus que l'espérance de vie des personnes atteintes du X fragile est normale. Il 
devient donc plus facile de comparer au niveau cellulaire et moléculaire les effets de 
l'absence de FMRP et de déduire les fonctions qui peuvent y être associées. 
La première étape serait de déterminer les partenaires de FMRP dans les plaquettes. 
Nos résultats préliminaires ont montré que FMRP est redistribuée dans la fraction du cytos-
quelette suite à l'activation, suggérant une association de FMRP à des partenaires dans les 
plaquettes activées. La nature de ses partenaires reste à être déterminée. Le cytosquelette se 
divise en trois parties principales : les filaments d'actine, les filaments intermédiaires et les 
microtubules. Afin d'évaluer si FMRP s'associe préférentiellement à l'une de ces classes, 
nous pourrions utiliser différentes drogues qui affectent les différentes classes du cytosque-
lette. Ainsi, nous pourrions déterminer si FMRP est déstabilisée suite à des traitements à la 
cytochalasine B ou au taxol, qui affectent respectivement la polymérisation d'actine et des 
microtubules. Une fois la classe de protéines du cytosquelette plaquettaire identifiée, 
l'association de FMRP à des protéines de cette classe pourrait être vérifiée par des expé-
riences d'immunoprécipitation. Bien que les expériences d'immunoprécipitation avec des 
anticorps dirigés contre FMRP soient difficiles et peu concluantes, l'identification de ses 
partenaires pourrait se faire de manière indirecte en ciblant plutôt des protéines du cytos-
quelette et déterminer si FMRP est présente. Nous pourrions ainsi identifier certaines pro-
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téines du cytosquelette qui interagissent avec FMRP. L'identification de ses partenaires 
permettrait une meilleure compréhension du rôle joué par FMRP dans les plaquettes. Une 
association avec des protéines motrices, comparable à la KIF3C, proposerait une fonction 
similaire à celle observée dans les neurones. 
Étant donnée la restriction rencontrée en microscopie à épifluorescence et confocale 
due à la petite taille des plaquettes, le comportement de FMRP ainsi que son environnement 
pourraient être mieux étudié par l'utilisation de la microscopie électronique. Une méthode 
qui a d'ailleurs été très largement utilisée dans l'étude des plaquettes. Ainsi, nous pourrions 
localiser plus finement FMRP et vérifier si elle est située près des polysomes, puisque nous 
n'avons pas été en mesure de les extraire étant donné leur faible quantité. 
Nos résultats ont montré que FMRP est exprimée de façon similaire à d'autres pro-
téines de liaisons à l'ARN, suggérant que FMRP puisse jouer un rôle dans le métabolisme 
de l'ARN plaquettaire. Aussi, puisqu'il y a moins de matériel cellulaire, il sera peut-être 
plus facile d'identifier les ARNm ciblés par FMRP. Est-elle associée à des ARNm en tra-
duction active ou agit-elle comme répresseur? La détermination des proportions de FMRP 
phosphorylée et non-phosphorylée dans les plaquettes activées par immunobuvardage avec 
des anticorps qui sont spécifique aux deux états, permettrait de donner un indice sur le type 
de polysomes auxquelles elle pourrait être associée, en traduction active ou non. 
Enfin, après identification de la fonction de FMRP dans la plaquette ou tout au 
moins de ses partenaires d'interaction, nous pourrions vérifier l'impact de l'absence de 
FMRP sur le métabolisme de ces partenaires d'interaction. Ultimement, nous voudrons 
vérifier si cette fonction existe au niveau des neurones afin de mieux comprendre pourquoi 
l'absence de FMRP est responsable de la déficience intellectuelle chez les individus avec 
syndrome du X fragile. 
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10. ANNEXE 
10.1 FIGURE A 
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Figure A. Profil ribosomâl de plaquettes quiescentes sur gradient de sucrose continu 
11-42% en présence d'EDTA. 
Un lysat de plaquettes quiescentes a été préparé en présence de 5 mM EDTA et un aliquot 
de 40 unités (A254) a été déposé sur un gradient de sucrose 11-42% (p/p) et centrifugé à 247 
000 g durant 2h à 4°C. Le panneau du haut montre le profil d'absorption à 254 nm de cha-
cune des fractions du gradient de sucrose fractionné sur ISCO UAV-5. Alors que le pan-
neau du bas montre la distribution de FMRP dans les fractions récoltées. 
L'immunobuvardage a été fait avec l'anticorps 1C3 contre FMRP pour chacune des frac-
tions sur un gel SDS- PAGE 7.5% transféré et révélé à 700 nm sur LiCor. Étant donné la 
forte dégradation répétitive de FMRP, l'extraction des ribosomes a due être effectuée en 
présence d'EDTA afin de pouvoir observer une distribution de FMRP en immunobuvarda-
ge. Les polysomes sont donc ainsi dissociés en leurs sous-unités ribosomales et les mRNPs 
sont relâchés. Malgré la présence de petits pics dans les fractions 5 et 6 qui se présentent die 
façons similaires aux sous-unités 40S et 60S, nous n'avons pas été en mesure de le confir-
mer. Le pic observé dans les premières fractions correspond à la détection de particules 
solubles. 
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